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RESUMEN

Los sistemas bioelectroquimicos (BES, por sus siglas en inglés) como las celdas de
combustible microbiana vegetal (P-MFC, por sus siglas en inglés) son tecnologias
sostenibles y ecoldgicas, que utilizan exudados de raices de plantas para nutrir
directamente a las bacterias electroquimicamente activas (EAB, por sus siglas en
ingles) para generar electricidad sostenible. Sin embargo, su uso en la evaluacion del
crecimiento de las plantas no ha sido suficientemente estudiado. Por lo anterior, este
proyecto de investigacion se dividié en cinco experimentos. En el primer experimento
se mostraron los recientes avances en las configuraciones, los diferentes materiales
de electrodos utilizados, los requisitos de produccion de bioelectricidad para la mejora
de las P-MFC, asi como su posible aplicacion en tiempo real y los desafios asociados.
En el segundo experimento se desarrolld6 un sistema automéatico de adquisicion de
datos de voltaje en tiempo real, el cual fue acoplado a un ATMEGA2560 conectado a
una computadora personal. Se evalué el rendimiento de generacion de energia de dos
tipos de reactores: Planta-MFC y control MFC (C-MFC) durante 15 dias. El voltaje
maximo alcanzado con la Planta-MFC fue de 850 mV, mientras que C-MFC alcanz6
un voltaje maximo de 762 mV. Ademas, Planta-MFC logré una densidad potencia
maxima de 66 mW m~2 (polarizacién). En el tercer experimento estimé la reutilizacién
directa de nutrientes asociados a la generacion de bioelectricidad en PMFC embebida
con Stevia rebaudiana. Las P-MFC fueron inoculadas con 642.865 mL de orina de tres

especies de animales domésticos. Se logré una mayor reutilizacion directa de NH4*—N

Xvii



(94%), PO4*> (98%), y K (33%) en P-MFC inoculada con orina de bovino. La P-MFC
inoculada con orina de cabra alcanzé una densidad de potencia maxima de 46.97 +
0.67 mW m~2. En el cuarto experimento, se evalud la interconexion entre el crecimiento
de las plantas y la produccién de bioelectricidad mediante el uso de P-MFC inoculadas
con orina de animales domeésticos. El mayor diametro medio de tallo de 0.52 + 0,01
cm se encontréo en P-MFC-3, mientras que la P-MFC-2 alcanz6 un mayor namero
medio de raices [86 £ 2.50 (95% de mejora)] (p<0,05). Ademas, P-MFC-4 presentd
mayor altura de 50.08 £ 0.67 cm. La P-MFC-2 indic6 mayor densidad de potencia
maxima de 43.68 mW m-2 (operaciéon a largo plazo). En quinto experimento, se
analizaron las bacterias electroquimicamente activas (EAB, por sus siglas en inglés)
asociadas a la produccion de bioelectricidad con P-MFC. Se realiz6 la extraccion de
ADN de cada cepa obtenida, y mediante PCR se confirmé la presencia de la bacteria.
Mayor cantidad de bacterias en forma de Bacilos fue encontrada en el anodo de P-
MFC-4. Se considera que el rendimiento de una P-MFC depende de la actividad de las
EAB adheridas en el anodo. Los hallazgos del proyecto indicaron que Stevia P-MFC
inoculada con orina es una buena opcién para aumentar la cantidad de biomasa para
las plantas agricolas junto con la generacion de energia. Ademas, este estudio abre el
camino para mayor investigacion de la evaluacién del impacto de P-MFC en el

crecimiento de las plantas.
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SUMMARY

Bioelectrochemical systems (BES) such as plant microbial fuel cells (P-MFCs) are
sustainable and eco-friendly technologies, which use plant root exudates to directly
nourish the electrochemically active bacteria (EABS) to generate sustainable electricity.
However, its use in evaluating plant growth has been insufficiently studied. Therefore,
this research project was divided into five experiments. In the first experiment recent
signs of progress in the configurations, different electrode materials used, the
requirements of bioelectricity generation for the improvement of P-MFCs, as well as
their possible application in real-time and associated challenges are shown. In the
second experiment an automatic real-time voltage data acquisition system, which was
coupled with an ATMEGA2560 connected to a personal computer was developped.
The power generation performance of two types of reactors: Plant-MFC and control
MFC (C-MFC), was evaluated for 15 days. The maximum voltage reached with Plant-
MFC was 850 mV, whereas C-MFC achieved a maximum voltage of 762 mV.
Furthermore, Plant-MFC achieved a maximum power generation of 66 mW m-2
(polarization). In the third experiment, the direct reutilization of nutrients associated with
the generation of bioelectricity in PMFC embedded with Stevia rebaudiana was
estimated. The P-MFC were inoculated with 642.865 mL of urine from three domestic
animals. Higher direct reutilization of NHs*—N (94%), PO4*> (98%), and K (33%)

was achieved in P-MFC inoculated with cow urine. PMFC inoculated with goat urine

XiX



reached a maximum power density of 46.97 + 0.67 mW m~2. In the fourth experiment,
interconnection between plant growth and the production of bioelectricity was evaluated
by using P-MFCs inoculated with the urine of domestic animals. The greatest mean
stem diameter of 0.52 + 0.01 cm was found in P-MFC-3, while the P-MFC-2 with
reached a higher average number of roots [86 + 2.50 (95% improvement)] (p<0.05).
Besides, P-MFC-4 presented greater height of 50.08 + 0.67 cm. P-MFC-2 indicated a
higher maximum power density of 43.68 mW m-2 (long-term operation). In the fifth
experiment, the electrochemically active bacteria (EAB) associated with the production
of bioelectricity with P-MFC were analyzed. DNA extraction was performed from each
strain obtained, and the presence of the bacterium was confirmed by PCR. Greater
number of bacteria in the form of Bacillus was found in the anode of P-MFC-4. The
performance of a P-MFC is considered to depend on the activity of EABs attached to
the anode. The study’s findings indicated that Stevia P-MFC inoculated with urine was
a good option to increase the biomass amount for the agricultural plants along with
power generation. Further, this study opens the way for more investigation of evaluating

the impact of P-MFC on plant growth.
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INTRODUCCION GENERAL

La amenaza actual del cambio climatico por la emision de gases a efecto invernadero,
la combustidon de combustibles fosiles y el agotamiento de estos mismos, ha provocado
un aumento en las alternativas para la produccion de energia renovable y sostenible.
Entre ellas se consideran a fuentes de energia confiable como: a) energia edlica, b)
energia hidraulica, c) energia solar y d) bioenergia a partir de sistemas
bioelectroquimicos [BES, por sus siglas en inglés] (Abolhosseini et al., 2014; Apollon

et al., 2021).

Los BES tienen como objetivo principal convertir la energia quimica a energia eléctrica;
en presencia de bacterias electroquimicamente activas (EAB, por sus siglas en inglés).
La funcion principal de las EAB en un BES es usar los sustratos de azdcar produciendo
dos compuestos quimicos: (i) CO:z y (ii) H20 en condiciones aerdbicas. Las EAB que
cumplen dicha funcidon generando energia eléctrica se denominan exoelectrégenos;
sin embargo, para que sea Util la corriente producida por estos microorganismos, es
necesario usar una celda de combustible [FC, por sus siglas en inglés] (Logan y Regan,

2006).

La celda de combustible microbiana (MFC, por sus siglas en inglés) es un dispositivo

creado (derivado de BES) para generar bioelectricidad. Este sistema ha sido objeto de



numerosas investigaciones durante las dos ultimas décadas (Liu y Logan, 2004;
Logan, 2010; Logan et al., 2015). Sin embargo, la utilizacion de MFC presenta
problema en la generacion continua de energia, por la proliferacion de biomasa en el
catodo (Logan, 2010); también se registra una reduccion de materia organica en el
substrato (Strik et al. 2008a). Cid et al. (2018) probaron la eficiencia de un sistema de
MFC para el pretratamiento de orina humana por microorganismos presentes en el
anodo y generar energia eléctrica. Se logré una densidad de potencia maxima (23 mW
m~2) en un periodo de 120 dias, tiempo de operacién de la MFC. Teéricamente es la

eficiencia méas conocida de los principales pasos del proceso.

Para resolver los problemas de eficiencia de produccién de bioelectricidad usando
MFC, se buscaron otras estrategias de produccién de energia, como la utilizacion de
rizodepositos (a partir de las plantas). Por esta razon, se desarrollé por primera vez en
2008 la celda de combustible microbiana vegetal (P-MFC, por sus siglas en inglés),
con el objetivo principal de generar bioelectricidad constantemente (Strik et al., 2008b).
La implementacion de la P-MFC da la posibilidad de generar electricidad mientras la
planta crece simultdneamente. La produccién simultdnea de electricidad y biomasa
permite producir bioelectricidad que es amigable al medioambiente. En una P-MFC,
las EAB catalizan la oxidacion anaerodbica de los exudados (rizodepdésitos) liberados
por las raices de la planta, luego genera bioenergia (Helder et al., 2012a). Los
exudados liberados a través de las raices son convertidos en tres elementos:
electrones, protones y dioxido de carbono (CO2) por la actividad de las EAB presentes
en la rizosfera de la planta. De acuerdo con Strik et al. (2008a), la mayor produccién

de bioenergia de una P-MFC depende de tres factores claves: a) tasa fotosintética, b)



cantidad de exudados liberados por las raices de la planta y, c) la forma de
recuperacion de energia en la P-MFC. En 2017, una densidad de potencia maxima de
222 mW m~2 (eficiencia de conversion de 0.022 %) fue lograda, utilizando abono y una
membrana de arcilla como material de electrodo (Sophia y Sreeja, 2017). Este
rendimiento fue mas alto que lo encontrado por Strik et al. (2008b) (67 mW m—?)

utilizando Glyceria maxima.

La tecnologia P-MFC ha sido probada también para evaluar el crecimiento de las
plantas (Helder et al., 2012a). El uso de este tipo de sistema bioelectroquimico hace
que la planta tenga mejor contenido de biomasa. Apollon et al. (2020) usaron una
novedosa P-MFC para evaluar el comportamiento morfologico de cuatro especies de
Opuntia (O. joconostle, O. robusta, O. albicarpa y O. ficus-indica) en un ambiente
semiarido durante cinco meses; y encontraron que el uso de la P-MFC mejor6 el
crecimiento de las especies de Opuntia. Las especies O. albicarpa y O. ficus-indica
alcanzaron mayor altura (cm) en comparacion con el testigo (planta sin el sistema

instalado).

Por otra parte, la orina del ganado es una fuente de fertilizacion sostenible y confiable
en la agricultura, debido a su alto contenido de urea, ademas de otros elementos
esenciales que la planta requiere para su crecimiento. Se reportaron varias técnicas
de recuperacion de nutrientes y de energia en la orina (Ledezma et al., 2015). Hoy en
dia la orina del ganado se convierte en una fuente muy importante del ciclo de N en
sistemas agricolas. Segun Whitehead et al. (1986), con la presencia del ganado la
cantidad de N devuelta en el suelo en forma de urea es alrededor de 125-250 kg ha™.

Se reportd que en la orina de ovejas la proporcion de urea es de un 25 %, y un 90 %



en la orina de bovino pastizado con mucha hierba fertilizada. Por ultimo, la aplicacion
de orina del ganado al igual que la orina humana en el sistema P-MFC podria ser no
solo una fuente sostenible de nutriente para las plantas, sino también una fuente

importante de electrolitos para el electrodo catédico.

El propésito de este estudio fue desarrollar un novedoso sistema bioelectroquimico
para suplir nutrientes a las plantas de Stevia, aumentando su rendimiento en cuanto a
la generacion de bioelectricidad y también evaluar la comunidad microbiana
electrogénica presente en la rizosfera de la planta. La implementacion del BES tiene
efecto sobre el crecimiento de Stevia rebaudiana, por lo tanto, mediante la aplicacion
de dosis de orina de bovino, ovino y caprino aumenta su rendimiento y también el
potencial adecuado para generar bioelectricidad. Esta tesis se divide en cinco

capitulos:

Capitulo 1: Avances y tendencias recientes en las celdas de combustible microbianas

asistidas por fotosintesis.

Capitulo 2: Desempefio de un sistema de adquisicion de datos de monitoreo de

energia eléctrica para una celda de combustible microbiana basada en planta.

Capitulo 3: Recuperacion autosostenible de nutrientes de la orina con celdas de

combustible microbianas basadas en planta.

Capitulo 4: Evaluacion del comportamiento morfolégico de Stevia (Stevia rebaudiana)

a través de un sistema bioelectroquimico.

Capitulo 5: Caracterizacion molecular del consorcio microbiano adherido al anodo en

un sistema bioelectroquimico.
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CAPITULO 1. AVANCES Y TENDENCIAS RECIENTES EN LAS CELDAS DE

COMBUSTIBLE MICROBIANAS ASISTIDAS POR FOTOSINTESIS

1.1. Introducciéon

Las MFC son BES que se han desarrollado para producir electricidad sostenible. Las
MFC generan energia eléctrica a través de las actividades metabdlicas de las EAB
(Dominguez-Garay y Esteve-Nufiez, 2018). Esta tecnologia no es nuevay el concepto
de utilizar bacterias como catalizadores en las celdas de combustible se investig6 ya
en la década de los 70s (Suzuki, 1976). Ademas, la idea de generar electricidad
utilizando cultivos microbianos fue informada a principios del siglo XX (Potter, 1911).
Segun Lovely (2006), las tecnologias MFC representan un enfoque novedoso del uso
de bacterias para la produccion de bioelectricidad por oxidacién de residuos organicos
y biomasa renovable. Habermann y Pommer (1991) disefiaron la primera MFC para el
tratamiento de aguas residuales. Luego, en 2004, otros tipos de MFC fueron
desarrollados para el mejoramiento de la generacion de energia (Liu y Logran, 2004),
lo que brinda posibles oportunidades para aplicaciones practicas de esta tecnologia

en la vida real.



Los primeros prototipos de BES desarrollados fueron las MFC. En una MFC, las
reacciones biologicas se utilizan para la reaccion de oxidacion de la biomasa, y se
dividen en dos segun el tipo de catalizador utilizado: 1.-enzimas y 2.-microorganismos.
Cuando se usan enzimas, el mecanismo mas ampliamente estudiado es el sistema de
oxidacion de dos electrones por glucosa oxidasa (GOx) o glucosa deshidrogenasa
(GDH) (Azuma y Ojima, 2018). Las MFC tienen funciones importantes tales como: (i)
conversion de material organico en sistemas de generacion de energia con el beneficio
adicional del tratamiento de residuos (Ali et al., 2020) y (ii) recuperacion quimica de

productos basicos (Naina Mohamed et al., 2020).

Las celdas de combustible microbiana basadas en plantas (P-MFC) son una tecnologia
emergente que potencialmente puede producir energia de manera sostenible. Las P-
MFC, son BES capaces de convertir la energia almacenada en cualquier sustrato
biodegradable de manera directa en electricidad (Strik et al., 2008). Esta tecnologia,
se basa en dos procesos probados, rizodeposicién (compuestos organicos o exudados
liberados por la planta) y produccion de electricidad por las EAB, existentes en la
superficie del electrodo (De Schamphelaire et al. 2010, Timmers et al., 2013, Tapia et
al., 2017), por lo cual también es capaz de mejorar la eficiencia de generacién de
energia eléctrica (Helder et al., 2013). Durante este proceso, los electrones que se
transfieren al electrodo del &nodo se consumen en el compartimiento del catodo por
reduccion tipica de oxigeno al agua (Strik et al., 2011). La P-MFC tiene el objetivo
principal de que la planta a través del proceso fotosintético almacene la energia en
forma quimica, luego a través de este sistema se transforma a energia eléctrica. En la

Ecuacién 1.1 se observa la reaccion quimica (fotosintesis) en una P-MFC:



6C0, + 6H,0 — CgHy,04 + 60, + ~ 38 ATP (1.1)

En comparacion a otras MFC, las P-MFC pueden producir electricidad continua sin
competir por alimentos y esta tecnologia puede ser operada en cualquier lugar. Las
leves condiciones de funcionamiento hacen que las P-MFC reciban mas atencion que
las otras fuentes de energia tradicionales. Sin embargo, se requieren mas
investigaciones para enfrentar los desafios de esta tecnologia antes de su aplicacion

comercial.

El contenido de humedad en el suelo de la P-MFC ha sido reportado como uno de los
factores que influyen en la generacion de electricidad (Mogsud et al., 2015a) y eso
permite el transporte de electrones al catodo del electrodo (Chiranjeevi et al., 2012).
La relacion entre la humedad del suelo y la produccién de electricidad es proporcional.
De hecho, en estudios previos realizados con P-MFC, se han apreciado disminucion
considerable de energia eléctrica después de cesar el riego (Li et al., 2016). Las P-
MFC han sido probadas en plantas Csy C4 adaptadas a condiciones de saturacion del
agua en el suelo. Sin embargo, en plantas CAM (plantas suculentas) esta tecnologia

ha sido muy poco estudiada.

En la dltima década se llevaron a cabo intensivas investigaciones sobre los posibles
usos de las P-MFC para el tratamiento de ecosistemas contaminados y también la
produccion de bioenergia, por lo tanto, hubo intereses particulares sobre las posibles
aplicaciones de esta tecnologia (Kabutey et al., 2019), por lo cual, se han publicado
determinados articulos de revisién sobre varios aspectos de las P-MFC. El primer

sistema de P-MFC fue desarrollado en el afio 2008 (Strik et al., 2008). Posteriormente,
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en 2011, se descubrieron los principios y el rendimiento de las P-MFC incluyendo
celdas solares microbianas (MSC), asi como también las perspectivas y desafios para
futuras aplicaciones de estos sistemas (Strik et al., 2011). Mas tarde, Mogsud et al.
(2015a) investigaron los factores que afectan la operacion de las P-MFC. Luego,
Nitisoravut y Regmi (2017) realizaron aportaciones para el progreso de las P-MFC, asi
como determinaron los factores que afectan el rendimiento de este sistema, las
perspectivas, y desafios. Por otro lado, Regmi et al. (2018) describieron el desarrollo
histdrico del sistema P-MFC y los parametros operativos tales como: la seleccion de
plantas, suelo, pH, humedad, salud microbiana y conductividad. Recientemente,
Kabutey et al. (2019) proporcionaron ideas sobre las configuraciones y aplicaciones
de las P-MFC. No obstante, todavia no se habia abordado el uso de plantas
semidesérticas en P-MFC como fuentes sostenibles de energia. Estos articulos de
revision no buscaban abordar las aplicaciones de las plantas vivas para mejorar la
generacion de energia en PMFC, incluidos los requisitos para la produccion de

bioelectricidad y sus aplicaciones practicas en tiempo real.

El objetivo de este capitulo es (a) proporcionar informacidn reciente sobre los aspectos
importantes de P-MFC en términos de configuracion, v. gr, tipos de sistemas P-MFC
desarrollados y los diferentes tipos de materiales utilizados para mejorar la generacion
de bioelectricidad, (b) fotosintético asistido en sistemas MFC; mediante el uso de
plantas semideseérticas (plantas CAM), plantas Cs y Ca4, macrdfitas, briofitas y algas,
(c) evaluar el comportamiento de la densidad de potencia de P-MFC operado en
diferentes condiciones de agua, (iv) los requisitos para generar bioelectricidad y (d)

mediciones y calculos de bioelectricidad. Finalmente, se presentaron los factores que



11

afectan el funcionamiento de los P-MFC, asi como los desafios y la aplicacién en
tiempo real de los PMFC: LED, sensores y transmision de datos. Debido a este
documento de revision, se generaron nuevas ideas en términos de los aspectos
destacados de los BES (es decir, P-MFC), que ahora deben investigarse para su

desarrollo para su aplicacion de manera sostenible, econémica y a gran escala.

1.2. Diferentes configuraciones de los sistemas P-MFC

En la generacion de electricidad por sistemas biolégicos, hay que considerar la
configuracion del sistema que sera utilizado, dado que es el aspecto mas importante
para considerar en el disefio de una P-MFC. Esta tecnologia depende en gran medida
de la calidad de los materiales utilizados para construir el P-MFC, v. gr, los tipos de
materiales anddicos y catédicos. En la actualidad, existen diferentes tipos de disefios
de P-MFC, todos los cuales han sido desarrollados para obtener un mejor rendimiento
de generacion de bioelectricidad. Dos de los tipos notificados de disefios de P-MFC
fueron: cdmara simple y doble (Deng et al., 2012). La P-MFC de camara Unica tiene
un solo compartimento de anodo sin separador (membrana) y sin compartimento de
catodo. Mientras que el P-MFC de doble cadmara contiene dos compartimentos
(anddicos y catdédicos) separados por una membrana para facilitar la transferencia a
traves del catodo, evitando la difusion de catolito y O2 al anodo (Min y Logan, 2004).
Mas recientemente, se han desarrollado y aplicado con éxito otros modelos P-MFC. A
continuacion, se discuten los tipos de reactores (P-MFC) mas usados, y también las

configuraciones mas comunes en la actualidad.
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1.2.1. P-MFC tubular

Primeramente, existe un sistema de P-MFC cilindrico (tubular) (Figura 1.1a), el cual
fue configurado para analizar tres especies de plantas: Spartina anglica, Arundinella
anomala y Arundo donax con el fin de detectar el rendimiento de biomasa y la
produccion de electricidad, asi como también incrementar la produccion de energia
eléctrica (Helder et al., 2010). En esta investigacion se usé como &nodo un cilindro de
plexiglas con una longitud de 9.9 cm y una membrana de intercambio catiénico de tipo
(Fumatech, Frankfurt, Alemania) que estaba pegado al fondo. La membrana se utilizé
para separar el dnodo del catodo para que no hubiera contacto entre ambos.
Posteriormente, se llend el cilindro con granulos de grafito de un espesor menor de 1
mm. En los granulos de grafito se colocaron las plantas. Por otro lado, se colocé el
anodo en el compartimiento del catodo de 12 cm de longitud, fabricado con fieltro de

grafito y colocado en la parte inferior de un vaso de precipitado.

Para la generacion de electricidad con el cultivo de arroz, un sistema tubular de celdas
de combustible microbiana basada en planta (planta tubular-MFC) fue disefiado por
Sudirjo et al. (2019a) con las mismas caracteristicas del sistema utilizado por Wetser
et al. (2017); el cual fue disefiado anteriormente para aumentar la viabilidad de esta
tecnologia (Timmers et al., 2013). Los electrodos del &nodo y del catodo fueron hechos
del mismo material (fieltro de carbono, KFA-5 mm de espesor, SGL Carbon GmbH,
Bonn, Alemania). Posteriormente, con un novedoso sistema bioelectroquimico (vaso
de arcilla-MFC) con superficie modificada, se genero electricidad a partir de efluente
de nopal biogas (Kamaraj et al., 2019). Tanto la camara del anodo como la del catodo

fueron hechas por fieltro de grafito (Fuel cell store, U.S.A.).
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1.2.2. P-MFC de placa plana

Por otra parte, Helder et al. (2012a) probaron otros tipos de P-MFC que consistian en
una placa plana (Figura 1.1b), las cuales fueron operadas durante un periodo de 370
dias (cdmara microclimatica para el cultivo de plantas, modelo 1750, marca Snijders)
a una temperatura de 20 °C y una humedad relativa de 75 % con un régimen luz-
oscuridad de 14:10 horas y una intensidad de luz de 596 + 161 pmol m=2 s, medida
en la parte superior de las P-MFC por un medidor de intensidad de luz (Photodyne
44XLA). La camara anddica constaba de fieltro de grafito (Grado WDF, 6 mm,
Productos de Especialidad Nacional), fieltro de carbono y grafito (Taiwan, 5 cm de
altura superior, medio e inferior) (Helder et al., 2013; Helder et al., 2012b). En la
fabricacion de la P-MFC también se utilizaron anillos de pléstico para la separacion
fisica y electrénica de los 4nodos. Para la operacion del sistema, se utilizaron tres
plantas de Spartina anglica por cada P-MFC. Posteriormente, las plantas se
mantuvieron en las condiciones antes mencionadas de manera continua hasta
alcanzar su desarrollo fisiolégico. Para incrementar la conductividad eléctrica se
afiadieron 10 gL* de NaCl a cuatro medios de crecimiento de plantas. Los medios de
crecimientos fueron: 1.-medio sin sulfato, rico en bicarbonato de amonio; 2.-medio sin
nitrato, cloruro de amonio; 3.- medio Hoagland modificado al 50 % por Timmers et al.
(2010); 4.-medio sin nitrato, rico en bicarbonato de amonio. Estos medios de
crecimiento de las plantas fueron lavados de manera continua con nitrdgeno para
eliminar oxigeno presente en la reaccion. En otro experimento, las P-MFC de placas

planas estuvieron en operacion durante 703 dias (Helder et al., 2012b).
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Figura 1.1. Esquema (adaptado de Helder et al., 2012) de un sistema cilindrico (a) y
una placa plana (b) de una celda de combustible microbiana a base de plantas; lo cual
dan = promedio de la distancia entre el &nodo y la membrana. Nota: en una placa plana,

la distancia entre el &nodo y la membrana es mas corta que en la cilindrica.

1.2.3. Catodo de Aire Flotante

El catodo se define como el electrodo del que sale una corriente convencional a partir
de un dispositivo eléctrico polarizado. Una corriente convencional describe la direccion
en la que se mueven las cargas positivas. Pues, los electrones son de cargas
negativas, por lo que se mueven de manera opuesta al flujo de corriente convencional.
En sistema bioelectroquimico, como la MFC, el catodo juega un rol crucial en la
generacion de energia sostenible. El buen funcionamiento de la MFC depende mucho
del material catddico (Ezziat et al., 2019) que se usa, asi como también la colocacion

del mismo. Adicionalmente, la fabricacion de materiales del catodo es el aspecto mas
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importante para que la tecnologia MFC se aplique con éxito (Rahimnejad et al., 2015).
El catodo puede ser clasificado en abibtico y biotico (Modestra et al., 2016). Por lo
tanto, en la cAmara catodica, ocurre una reaccion de reduccion, donde los electrones,
protones y oxigeno reaccionan para formar agua (Regmi et al., 2018). En 2015, se us6
un catodo colocado en la parte superior del suelo para determinar los factores que
influyen en la generacion de bioelectricidad usando plantas de arroz (Mogsud et al.,
2015a). Las Figuras 1.2a y 1.2b representan el uso de un catodo tanto utilizado en la
capa superior del suelo, asi como en enterado en el mismo para generar electricidad.
Posteriormente, en un campo de arroz existente en Kalimantan Occidental, Indonesia,
se uso6 un catodo colocado en la parte superior del suelo para evaluar el rendimiento
de un sistema de adquisicién de datos de larga distancia, usando una P-MFC tubular

(Sudirjo et al., 2019a).

N\ |/
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/\| IH,O
< 02 / \
' AL Ci’atodo
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| ’
" 50,
+
{ Anodo

Figura 1.2. llustraciones esquematicas de (a) una celda de combustible microbiana de
origen vegetal (P-MFC) con membrana y (b) P-MFC sin membrana, generando

electricidad.
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1.2.4. Planta flotante-MFC

La tecnologia de celdas de combustible microbianas flotantes (f-MFC) es otra
alternativa sustentable, conveniente para la recuperacion de energia en cuerpos de
agua tales como: mar, lagunas, rios, etc. (Schievano et al., 2017). La f-MFC esta hecha
por una estructura flotante, que incluye dos camaras anodica y catodica generalmente
separadas por una capa eléctricamente aislante. El catodo se puede exponer tanto al
agua dulce, asi como también al aire; por lo tanto, el &nodo debe estar incrustado en
un sistema semicerrado, donde la exposicién al aire y las condiciones estancadas se
guedan mantenidas facilmente. Una f-MFC ha sido desarrollada por Martinucci et al.,
(2015), la cual funcion6 durante mucho tiempo en una piscina de aguas residuales. El
sistema constaba de un anodo hecho por una placa plana y un catodo en tela de
carbono, ambos separados por un fieltro de polipropileno. Se logré una densidad de
potencia maxima de 14 mW m-2 en el catodo. Recientemente, otro disefio de f-MFC
(hibrido de un sedimento-MFC y una P-MFC) fue configurado por Schievano et al., lo
cual, se colocaba en una caja de marco flotante apto para ser un Jardin flotante
(Schievano et al., 2017). La f-MFC tenia las siguientes caracteristicas: (i) el catodo
hecho en tela de carbono libre de catalizadores quimico (SAATI, SCCT-8, Legnano,
Italia) colocado externamente en la parte inferior de la caja (directamente expuesta al
agua); (ii) al igual que el catodo, el anodo esta fabricado de tela de carbono plana
enterrado en la parte inferior de la caja (cubierta por una capa de arcilla de 1 cm). El
rendimiento del sistema fue monitoreado periddicamente durante aproximadamente
180 dias. Se registré una densidad de potencia maxima de 22-28 mW m-2 (catodo)

después de 20-30 dias de la puesta en marcha del sistema.
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1.2.5. Novedoso disefio de barra de ceramica integrada verticalmente

Apollon et al. (2020) construyeron una celda de combustible microbiana, usando una
barra de ceramica (longitud: 32 cm) integrada de verticalmente para la generacion de
bioelectricidad con plantas de nopal (Figura 1.3). El material del electrodo catddico fue
lamina de zinc (Zn), colocado en la parte superior del suelo (catodo de aire flotante).
Por otra parte, el material del electrodo anddico fue fieltro de grafito 200 mm de largo
y de 6 mm de espesor, colocado a una profundidad de aproximadamente 15 cm en el
suelo. Este novedoso sistema de arcilla enchufable integrado verticalmente fue el mas
adecuado para mejorar la eficiencia energética usando nopal (planta semidesértica)
en comparacion con otro sistema reportado en otros lugares que usa plantas

suculentas (Tapia et al., 2017).

Longitud: 32 cm

Profundidad: 15 cm

Figura 1.3. Representacion esquematica de un prototipo, usando una varilla de arcilla

para producir electricidad con una planta de nopal.
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1.3. Fotosintesis asistida en sistemas MFC.

1.3.1. Vias fotosintéticas

La rizodeposicion y la via fotosintetica (Helder et al., 2010) son posiblemente los
efectos cruciales para la generacion de electricidad con las P-MFC. Por eso, la
eleccion de plantas apropiadas permite maximizar la potencia de salida en los sistemas
de P-MFC. De este modo, las plantas se clasifican en tres clases: C3, Cay CAM, donde
en cada clase las plantas difieren entre si con respecto a sus rutas fotosintéticas.
Segun Wang et al. (2012), las plantas C4 presentan tasa fotosintetica mas eficaz y alta
gue la de las demas clases de plantas. Se ha comprobado que este tipo de planta (Ca),
cuando se emplea en una P-MFC, tiene el mayor potencial para convertir la energia
guimica en bioelectricidad. Hasta el momento, se han comprobado con P-MFC las
siguientes clases plantas en condiciones de saturacion: Spartina anglica (Ca) (Wester
et al., 2017; Helder et al., 2012); Oryza sativa (C3) (Ueoka et al., 2016); Glyceria
maxima (Cs) (Timmers et al., 2013). Estas plantas fueron las pioneras utilizadas en P-
MFC. Por otro lado, la especie de planta A. donax exhibe una mayor eficiencia que las
especies de Cs (Helder et al., 2010). Para elegir plantas en un sistema P-MFC, es
preciso tomar en cuenta las rutas fotosintéticas de las mismas, es decir, si son de tipo
Cs, C4 0 CAM. Las vias metabdlicas juegan un papel muy importante en la conversion

de energia con P-MFC.
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1.3.2. P-MFC apoyada por plantas CAM

Tapia et al. (2017) construyeron ocho reactores, utilizando siete especies de Sedum
(S. album, S. hybridum, S. kamtschaticum, S. reflexum, S. rupestre, S. sexangulare y
S. spurium) para evaluar el potencial de adaptacién de estas especies en condiciones
no saturadas de agua. De los ocho reactores, siete contenian una planta individual y
una MFC que no contenia ninguna planta fue utilizada como control. Se usaron
macetas de plastico de 450 mL para la operacién de los sistemas. La configuracion del
catodo se realiz6 usando fieltro de grafito de 92 mm de diametro y 6 mm de espesor
(MudWatt, EE. UU.), los cuales fueron enterrados a una profundidad de 7 cm; luego
se coloco el anodo en la superficie del sustrato. Después de 120 dias de operaciéon de
los reactores, se cambiaron los electrodos de fieltro de fibra de grafito superior
(dnodos) por granulos de carbén activado (3 mm en diametro; 35 cm? de volumen) y
también una barra de grafito (como conexién), para un mejor funcionamiento del
electrodo en el sustrato durante los periodos sin aplicacion de riego. Se usaron
alambres de titanio de 23 cm de longitud y 0.5 mm de diametro para cerrar los circuitos
con una resistencia externa de 1 kQ. Los reactores fueron operados bajo condiciones
controladas durante 360 dias. La temperatura ambiental promedio fue de 20 £ 2 °C y
un periodo de luz prolongado de 14 h por dia, con promedio de radiacion solar de 23

+ 2 W/m=2,

Posteriormente, se utilizaron cuatro especies de Opuntia (O. ficus-indica, O.
joconostle, O. robusta y O. albicarpa) para la produccion de bioelectricidad en

ambiente semiéarido (Apollon et al., 2020). Se construyeron 16 reactores (P-MFC) con
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plantas y cuatro sin plantas (control). Las plantas fueron trasplantadas en macetas con
capacidad de 4.5 kg. Se colocaron las P-MFC en las macetas a 15 cm de profundidad,
cerca de las raices de las plantas y sin perjudicarlas (Figura 1.4). El sistema fue
operado durante un largo periodo (30 dias). Se reporto alto rendimiento de densidad
de potencia de 103.6 mW m~3 (por volumen de produccién) en la especie O. albicarpa
durante el estudio. Por otra parte, se logré una produccion de energia de 3.66 Wh m~
2 en este estudio. Estos resultados muestran que este tipo de tecnologia podria ser

implementada en areas aridas y semiaridas.

Catodo

1] Materiaorganica

Microorganismos

Figura 1.4. Esquema de un prototipo asistido por una planta de nopal, conduciendo

una fuente de luz (alimentando un LED).

1.3.3. Humedal construido-MFC (CW-MFC)

El CW-MFC es un sistema mediante el cual se controla la contaminacion del agua
(Figura 1.5a) (Doherty et al., 2015). Este sistema comprende dos procesos probados,
de los cuales (i) recibe las aguas residuales y (ii) descarga el efluente con apoyo de

las plantas que actuan como aireacion (Xu, et al., 2016). Un CW-MFC consta de dos
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compartimentos, uno anodico (camara anddica) y el otro anddico (camara catédica)
ambos separados por membranas de intercambio de protones (Santoro et al., 2017);
ademas de materiales fibrosos o tierras. Las reacciones bioquimicas se producen en
el compartimento anddico, donde los microbios electroactivos se desarrollan sobre el
material anodico, tomando los exudados liberados por la raiz a través de la
rizodeposicion de las plantas acuaticas para fabricar electrones y protones (Singh et
al., 2018). La fijacion de raices de las plantas en el compartimento catddico excreta
oxigeno (Oz2) mediante la rizosfera; permitiendo mejorar el rendimiento de la CW-MFC
(Dong et al., 2011). El primer sistema de la CW-MFC fue reportado por Yadav en el
afio 2010 (Yadav, 2010). Recientemente, las densidades de potencia maximas
reportadas en CW-MFC fueron 184.75 + 7.50 mWm=3 (Oon et al., 2017), 719.57 + 67.67
mWm-3 (Araneda et al., 2018), y 25.78 mWm3(Wang et al., 2020), respectivamente. El
uso de las CW-MFC permite tratar las aguas residuales y generar de manera

simultanea bioelectricidad (Guadarrama-Pérez et al., 2019).

1.3.4. Macroéfito basado en P-MFC

Segun Pieterse y Murphy (1990), los macrdfitos son plantas acuéaticas multicelulares
que crecen sumergidas o flotantes a través de la superficie del agua del mar o en
ecosistemas fluviales. De esa forma, el macrofito-MFC (Figura 1.5b) es un sistema de
ingenieria ecologica mediante el cual los macréfitos se emplean como biota (Kabutey
et al.,, 2019). Estads plantas fabrican sus alimentos a partir de los procesos

fotosintéticos, donde, los rizodepositos y los exudados liberados se utilizan como
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materia organica (MO) suplementario en la CW-MFC para la generacion de electricidad
(Liu et al., 2013). Estas especies de plantas tienen efectos cruciales en las eficiencias
de eliminacién de contaminantes como N, P y metales pesados, asi como también las
comunidades de microorganismos (Vymazal, 2011). Mohan et al. (2010) utilizaron
macrofitos sumergidos y emergentes con filtro alimentadores para el tratamiento de
aguas residuales domésticas (DS) y también aguas residuales de destileria
fermentada (FDW) de un biorreactor productor de hidrogeno; donde el sistema podria
eliminar de manera significativa la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), el nitrato
(NO3) y la turbidez. Posteriormente, Chiranjeevi et al. (2013) utilizaron otro tipo de
sistema basado en macréfito emergente y sumergido (SEMS) con SMFC para producir
bioelectricidad con aguas residuales. Las plantas acuaticas y algas demostraron ser
eficientes en el tratamiento tanto de las aguas residuales, como también de las aguas

residuales de destileria fermentada.

1.3.5. Briofita empleada en P-MFC

Piyare et al. (2017) reportaron las briofitas como plantas sin tejidos vasculares, las
cuales son mas tolerantes a la deshidratacién que las demas plantas (Bombelli et al.,
2016). Esta caracteristica fisioldgica les permite almacenar agua y nutrientes para
sobrevivir en condiciones adversas (en una amplia gama de temperaturas y habitats).
Estas plantas no tienen raices, sin embargo, poseen rizoides vellosos, los cuales los
unen a la superficie sobre la cual crecen. Se reproducen por esporas. Fueron los

primeros vegetales que, en el Paleozoico, aseguraron el paso a la vida terrestre. El
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primer sistema de MFC basado en briofita (bryo-MFC) fue reportado por Hubenove y
Mitov (2011), utilizando el bosque musgo Dicranum montanum (Figura 1.5c¢). La
potencia de salida maxima de 6.7 mWm<2 fue reportada por Bombelli et al. (2016),

utilizando Physcomitrella patens (un musgo planta) para generar bioelectricidad.

a

1 ’02 +H
“ N0

Efluente
O, +H*

H,0

CO, + H*
CO, + H*

Sustratos

co, + w>
Sustratos

Matriz de soporte

Figura 1.5. llustracién esquematica de otros disefios de P-MFC (adaptado de Kabutey
et al., 2019): (a) CW-MFC, (b) Macrofito-PMFC y (c) Briofita-MFC. Nota: Ci= catodo

1, C2= cétodo 2, C3= catodo 3; A1= anodo 1, A>= anodo 2 y As= anodo 3.

1.3.6. P-MFC a base de algas

Las algas son de origen natural, pueden ser espontaneos y no controlados ni limitados.

Durante la puesta en marcha de la MFC, los diferentes cationes de los protones se
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mueven del anodo hasta el catodo mediante una membrana de intercambio de
protones (PEM, por sus siglas en inglés) (Rozendal et al., 2006), que es un mecanismo
a través del cual pueden soportar los requerimientos de micronutrientes de algas para

sostener y mejorar el crecimiento de las algas (Gajda et al., 2015).

Recientemente, se desarrollé una P-MFC empleando algas como elemento de
biorreconocimiento en sensores fotosintéticos (Chouler et al., 2019). Las algas en una
P-MFC actian como donantes de electrones (Figura 1.6) o como aceptor de
electrones; y éstas se pueden utilizar tanto en la camara anddica como en la cAmara
catddica para cumplir dicha funcién. En el compartimento anddico asistido por algas,
la presencia de un contaminante interfiere con los electrones que se generan, para
provocar asi un cambio en la corriente de base (Gonzalez Olias et al., 2019). Se ha
detectado la herbicida CsH14CINs (atrazina) (Chouler et al., 2019), asi como también
otros tipos de contaminantes como Zn, Cu y Ta (Labro et al., 2017) y dltimamente
formaldehido (Chouler et al., 2019), han sido comprobados. Los catodos de algas
(Cuadro 1.1) funcionan para eliminar la necesidad de suministrar el aire mecénico en
el catodo, por lo que se reduce costes de funcionamiento y reduccién de las emisiones

globales de CO: de respiracion bacteriana anddica (Gajda et al., 2015).
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Figura 1.6. Representacién esquematica de un prototipo utilizado en microalgas (p-
MFC), lo cual tiene dos camaras (anodo y catodo); donde las lineas discontinuas

indican la posible integracién de camaras anddicas y catddicas con flujos de carbono.



Cuadro 1.1. Evaluacion del desempefio de Algas-MFC para la produccién de electricidad.
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Cepas de algas

(en el catodo)

Tipo de MFC

Materiales de catodo

Potencia
densidad

maxima

Referencias

Chlorella vulgaris
Chlorella sp.
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Spirulina
Golenkinia sp.
Chlorella vulgaris
Chlorella sp.
Scenedesmus acutus
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Mixed algal culture
Mixed algal culture

Doble camara
Doble camara
Doble camara
Doble camara

Doble camara

Camaras simples y dobles

Doble camara
Doble camara
Doble caAmara
Doble caAmara
DMFC
DMFC
DMFC
DMFC

Hoja de cobre

Tela de fibra de carbono (75 cm?)

Hoja de cobre

Platino (0.5 mg cm?)

N/A

Tala de carbon

Placa de graffito

Malla de acero inoxidable

Espuma de Ni/electrode de grafeno
Tela de carbono/Pty CB

Fieltro de graffito

Tela de fibra de carbono

Tela de fibra de carbono

Tela de fibra de carbono

19151 mW m-3
0.14 mW m-2
400 mwW m-3
62.7 MW m-2
34.2 mW m-2
(0.8-1W m-)

327.67 mW m-2

126 mW m-3
36.6 mW m-2
~400 mW m-3
27W m-3
3720 mW m-3
50 mW m-2
0.15 mW m-2

Hou et al. (2016)

Hu et al. (2016)

Hou et al. (2017)
Gouveia et al. (2014)
Commault et al. (2017)
Colombo et al. (2017)
Huarachi-Olivera et al. (2018)
Bazdar et al. (2018)
Zhang et al. (2018)
Angioni et al. (2018)
Khandelwal et al. (2018)
Zhang et al. (2019)
Nguyen et al. (2017)
Kakarla y Min (2019)

Note: DMFC-Celda de combustible microbiana de doble camara; Pt-Platino; CB-Carbdn negro y Ni-Niquel.
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1. 4. Requerimientos para generar electricidad con P-MFC

Para la generacion de electricidad con plantas, se deben considerar varios aspectos.
A continuacioén, se describen cada una de las etapas que se deben tomar en cuenta
para producir energia eléctrica a partir de plantas capaces de adaptarse a cualquier

condicion ambiental (Figura 1.7).

Plantas/Algas
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Figura 1.7. Esquema del proceso de produccion de bioelectricidad en P-MFC.

1.4.1 Plantas /algas

La seleccion de plantas con vias fotosintéticas eficientes es crucial para una
rizodeposicion sustancial, asi como también, generar potencia maxima en la P-MFC.

El dioxido de carbono de los ciclos vegetales C4 se convierte en un compuesto de
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azucar de cuatro carbonos y entra en el ciclo de Calvin. Las plantas que crecen en
climas calidos y secos exhiben la maxima eficiencia fotosintética, la cual, conduce a la
formacion de una mayor rizodeposicion que se descompone por los microorganismos
para generar energia (Deng et al., 2012). Otros tipos de plantas, como los pastos y las
monocotileddneas, consisten en adventicios sistemas de raices con mayor superficie
de rizosfera para la proliferacion de microbiomas (Wang et al., 2012). Las plantas
pueden desarrollarse (con sus raices) en condiciones de anegamiento, para evitar la
entrada de oxigeno del aire al &nodo (Strik et al., 2011); por lo tanto, la eleccién de
especies de plantas ayuda a incrementar la produccion de energia en una P-MFC
(Strik et al., 2008). Asi pues, con la presencia de oxigeno en el anodo, los electrones
se utilizan directamente para reducir el oxigeno y estos se pierden durante la
generacion de electricidad. La fotosintesis es crucial (fundamental) en la produccion
de biomasa a partir de la luz solar, lo que le permite aumentar la produccion de
electricidad. Por otro lado, las algas han sido identificadas como un excelente recurso
para la produccion de biocombustibles y bioquimicos (Show et al., 2015). Previamente,
se utilizé la biomasa de algas para la produccién de aceite, y resulté ser mas rentable
por unidad de area de cultivo en comparacion a la biomasa de cultivos como la soja y
el maiz. El uso de algas en la produccién de biodiesel ha captado mucho la atencion
de investigadores debido a su gran potencial para la aplicacion practica (Lee et al.,

2015).
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1.4.2. Electrodos (anodo y catodo)

La construccion de una P-MFC, requiere materiales de electrodos muy eficientes con
el objetivo de aumentar la produccion de electricidad; asi como también, la eficiencia
coulémbica con disminucién de costos durante la ampliacién (Chiranjeevi et al., 2019).
Se han utilizado diferentes tipos de materiales de electrodos como fibra de carbono,
tela de carbono, fieltro de grafito, placas /varillas /discos de grafito, malla de acero
inoxidable y granulos de grafito, para una transferencia efectiva de electrones con la
ayuda de las bacterias de la rizosfera al electrodo en la P-MFC. Cuando se utilizan
materiales de electrodo similares tanto para catodo como &nodo en P-MFC, se
observan un incremento en la potencia de salida y también en la eficiencia de
transferencia de electrones. Se ha reportado que el grafito el fieltro es un material de

electrodo eficiente tanto para anodo y como para el catodo en P-MFC.

En una P-MFC, se utilizan dos compartimentos (camaras) de electrodos. Estos son el
compartimiento anddico y el catédico. El compartimento anddico es el electrodo al que
migran los iones o0 aniones negativos de la celda. Los iones negativos pierden
electrones aqui y se produce la oxidacion. Por tanto, el &nodo se define como el
electrodo donde los electrones o la corriente salen de la celda. Mientras, la cAmara
catddica es el electrodo al que migran los cationes o iones positivos en solucion. Aqui,
adquieren electrones y se reducen. Asi pues, el catodo se puede definir como el
electrodo donde los electrones o la corriente ingresan a la celda. Se ha reportado la
region del catodo llamado biocatodo (Rothballer et al., 2015), que asiste a la
produccion de electricidad. Un biocatodo es un electrodo de material barato (p. ej.,

carbono), con la facultad de contener una gran poblacién microbiana en la superficie
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del electrodo, o sea, en el electrolito que cataliza la reaccion catddica. Para que actue
como un biocatodo en un BES, los microbios presentes deben ser capaces de tomar
electrones del material electrodo, usando estos electrones para producir hidrogeno

(Croese et al., 2011).

1.4.3. Membrana

El uso de una membrana (separador) permite separar las reacciones producidas por
los electrodos anddicos y los catddicos (véase Figura 1.2a en la seccién 1.2.3),
también evitar el transporte de oxigeno a la camara del anodo (Scott, 2016a). La
membrana es el componente esencial en una celda de combustible microbiana. Esta,
ayuda a incrementar la produccion de electricidad. Su naturaleza y sus propiedades
son factores importantes que contribuyen en el aumento de la resistencia interna de la
MFC, causando la disminucién del rendimiento de estas y también limitando su
aplicacién practica (Scott, 2016b); sin embargo, a pesar de su rapido desarrollo
durante las Ultimas décadas, esta limitada para transferir protones, asi como también
por la fuga de oxigeno (Li et al., 2011). Por otro lado, la membrana permite reducir el
flujo de cualquier sustrato no deseado de las camaras anddica y catddica, y oxigeno
del catodo a, por lo cual se mejora la eficiencia Couldmbica (Liu y Lorgan, 2004). Se
ha reportado en un estudio que una MFC que no tiene membrana, puede llegar a
producir mas energia que una MFC con membrana unida al catodo (Liu y Lorgan,
2004); esto significa que la membrana afecta de manera negativa la produccion de

energia.
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Muchos estudios han sido desarrollados sobre la seleccion de materiales ideales como
separador (membrana) en celdas de combustibles (FC, por sus siglas en inglés). Por
lo tanto, la eleccion de una membrana ideal para la FC comparte ciertos criterios que
incluyen (a) resistencia interna, (b) estabilidades mecéanicas, quimicas y térmicas, (c)
conductividad i6nica, (d) permeabilidad, (e) bioincrustaciones y (f) costo, etc.,
necesarios para el funcionamiento eficiente de la FC (Dharmalingam et al., 2019). Se
han utilizados varios tipos de membrana en MFC hasta la fecha. Nafion, es un tipo de
membrana popular utilizada en MFC debido a su excelente conductividad ionica
(Rozendal et al., 2009). Adicionalmente, para sustituir la membrana de Nafion, se han
introducido membranas comerciales tales como mambrana bipolar (BPM, por sus
siglas en inglés) (Heijne et al., 2006), membrana de intercambio anionico (AEM, por
sus siglas en inglés), membrana de intercambio cationico (CEM, por sus siglas en
inglés (Lefebvre et al., 2011), membranas nanoporosas (Ghasemi et al., 2013) y
membrana de microfiltracion (Tang et al., 2010). Sin embargo, varias membranas
alternativas han estado estudiando e informando para superar los desafios tanto
econdmicos como medioambientales (Dharmalingam et al.,, 2019); tales como,
membrana de ceramica (Sondhi et al., 2003), vaso de arcilla (cantarito) (Kamaraj et

al., 2019) y palo de ceramica (Apollon et al., 2020).

1.4.4. Zona de larizosfera de la comunidad bacteriana

La mayor concentracion de poblacién bacteriana encontrada en el suelo se asocia con
las raices de las plantas, donde sus nimeros pueden alcanzar hasta 10° a 102 por

gramo de suelo, que conducen a una biomasa equivalente a 500 kg/ha™ (Narasimhan



32

et al., 2003). En esta zona, existe una relacién de simbiosis entre las EAB con las
plantas que liberan exudados (compuestos). Estos exudados ricos en compuestos
carbonatados sirven de alimento a las bacterias que, a cambio proporcionan minerales
gue necesitan las plantas. Las EAB forman biopeliculas en la superficie del electrodo,
donde liberan protones en el catodo. Las bacterias se consideran organismos mas
numerosos en el suelo, 107 a 108 por gramo de suelo. Pues, 4600 genomas diferentes
de procariotas fueron detectados estudiando la diversidad filogenética y la
heterogeneidad del ADN en un gramo de suelo (De Schamphelaire et al., 2010). La
rizosfera es considerada como el sitio ideal para modificar poblaciones de microbios

para diversas aplicaciones en el suelo (O’'Connell et al., 1996).

Los anodos de las P-MFC presentan una gran diversidad de géneros bacterianos que
dependen exclusivamente de la naturaleza del inoculo, del combustible y también del
tipo de P-MFC utilizada (Logan et al., 2006; Esteve-Nufiez, 2008). A través de la gran
revolucién en el campo de MFC, se han descubierto microorganismos electrogénicos
gue tienen capacidad de transferir los electrones al anodo sin presencia de mediadores
redox artificiales (Lovely, 2006). En el Cuadro 1.2 se presentan las bacterias con
probada actividad electrogénica. Sin embargo, no existe informacion sobre la forma en
gue transfieren los electrones al electrodo. Por otra parte, las bacterias que transfieren
electrones de manera directa al &nodo son aquellas bacterias pertenecientes al género
Geobacter, siendo dominantes dentro de las comunidades microbianas electrogénicas
(Esteve-Nufez, 2008); Geobacteracea son los anaerobios obligados asociados con la
generacion de energia en las celdas de combustibles microbianas basadas en

sedimentos (S-MFC) (Lowy et al., 2006).
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Cuadro 1.2. Microorganismos encontrados en la zona de la rizosfera que producen electricidad y reportados en
la literatura.

Electrodos Plantas Referencias
Microorganismos Anodo (%) Cétodo (%)
Nitrospira sp. 100 Oryza sativa De Schamphelaire et al. (2010)
G. hydrogenophilus 87 o v
G. metallireducens 96 v N
Desulfobulbaceae 92 K ¢
Proteobacteria 94 v ¢
N. acetinitrilica 96 96 v Kaku et al. (2008)
R. bacterium 96 96 v ¢
R. gluconicum 99 99 : ?
Betaproteobacteria 10.5 v Sudirjo et al. (2019a)
Deltaproteobacteria 1.7 o v
Pseudomonadaceae 8 v Kamaraj et al. (2020)
Xanthomonadaceae 7.42 v °
Geobacteraceae 5.45 Oryza sativa ¢
Archaea 0.39-1.93 S. anglica Sudirjo et al. (2019b)
G. proteobacteria 20.2-50.2 v ¢
D. proteobacteria 26.2-44.5 : ?
B. proteobacteria 3.4-27.8 v ¢
A. proteobacteria 11.7-21.6 v ¢
E. proteobacteria 2.2-11.6 S. anglica ¢
Proteobacteria 67.1 59.9 Sedum species Tapia et al. (2017)
Actinobacteria 38.98 15.38 v X
Methanobacterium 95 - G. maxima Timmers et al. (2012)

*Todas son bacterias Gram-negativas reportadas en P-MFC.



34

Moulin et al. (2001) afirmaron que hay una sola relacion entre la rizosfera de las plantas
(la zona de las raices) y los microorganismos. Esta relacion se debe a la disponibilidad
de exudados liberados por las raices de la planta a los microbios y en este el papel de
los microbios es mejorar la absorcion de nutriente para las plantas. Segun Timmers et
al. (2012), la comprension de la comunidad bacteriana ayuda a entender la
competencia que existe entre los diferentes donantes de electrones en las P-MFC. Los
microbios productores de hidrogeno se encuentran en muchos entornos (Schwartz y
Friedrich, 2006), ademas de contener enzimas (hidrogenasas) catalizadoras que
participan en la siguiente reaccion reversible: 2H + 2e™ <+ Hz. En estudios anteriores,
se han utilizados con éxito las hidrogenasas purificadas en electrodos hechos con
carbono como catalizador para producir hidrégeno (Lojou, 2011; Vincent et al., 2007;

Lojou y Bianco, 2004).

Bacilio-Jiménez et al. (2003) reportaron la potencia de salida en un sistema
bioelectroquimico empleando plantas (P-MFC) como una funcién de la cantidad de
exudados liberados de la raiz, asi como también la morfologia de la raiz (Chiranjeevi
et al., 2012), ademas de la eficiencia fotosintetica (Takanezawa et al., 2010) y también
la relacién que existe entre planta-microorganismo (Kaku et al., 2008). Por lo tanto, se
puede obtener una mejor potencia de salida en una P-MFC seleccionando plantas
adecuadas, las cuales liberan compuestos organicos (rizodepdsitos) en condiciones
Optimas. El uso de los rizodepdsitos maximos para generar electricidad es muy
importante para el buen funcionamiento del sistema de manera sostenible y por largo
periodo (Strik et al., 2008). El Cuadro 1.3 representa la actuacién de las P-MFC

reportadas en estudios previos. Se utilizaron especies de plantas (C3 y C4) capaces de
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adaptarse en condiciones de saturacion de agua en el suelo para generar electricidad
de manera continua. Sin embargo, se ha comprobado que las plantas suculentas
(CAM), como el género Sedum, podria ser también una opcion viable para generar

electricidad en zonas semiaridas.

1.4.5. Condiciones ambientales

Los factores fisicoquimicos tales como: la temperatura, la humedad, el pH, la
conductividad y la intensidad de luz, afectan el rendimiento de las P-MFC. También,
las plantas, las algas y las bacterias (Regmi et al., 2018), son factores biolégicos que
influyen en el rendimiento de los sistemas de P-MFC. Desde la implementacion de las
P-MFC, estas han sido investigadas en distintas condiciones ambientales, p. €j., en el
laboratorio (Gonzalez Olias et al., 2019) usando algas para detectar una herbicida
(atrazina) en el agua, en invernadero (Helder et al.,, 2010), para la produccion de
concurrente de bioelectricidad y biomasa en tres especies de plantas (S. anglica, A.
anomala y A. donax) y también en campos abiertos tal como el campo arrozal (Sudirjo

et al., 2019).

Li et al. (2013) demostraron que la temperatura ambiente tiene un efecto sobre el
rendimiento del MFC. Cuando la temperatura subi6 a 37 °C, se alcanzé una densidad
de potencia volumétrica maxima de 7,89 W m-3, lo que significa que cuando se baj6 a
10 °C aumento en un 199 % (2.64 W m-3). Se ha demostrado que la temperatura y la
radiacion solar son los principales factores ambientales que influyen en la generacion

de bioelectricidad en P-MFC incrustado con el cultivo de arroz (Mogsud et al., 2015).
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La tecnologia de P-MFC se ha utilizado mucho en condiciones de inundacion, asi como
también en ecosistema de semidesierto (Tapia et al., 2017). EI Cuadro 3 representa el
desempeiio de las P-MFC operadas en diferentes condiciones ambientales. La
posibilidad de utilizar la irradiacién de luz para potenciar la produccion de electricidad
en la P-MFC ha recibido mayor atencion en la ultima década, con el desarrollo de
diferentes sistemas y conceptos capaces de convertir la luz en bioelectricidad (Gouveia

et al., 2014).

1.4.6. Electricidad sostenible

A nivel del mundo, la produccién de electricidad genera aproximadamente 26 % de
emisiones de gases de efecto invernadero. Es una de las principales causas del
cambio climético. Esta situacion permite a tomar medidas drasticas para implementar
un sistema eléctrico basado en fuentes de energia renovable, v. gr., energia edlica,
solar e hidroeléctrica, etc.; sin embargo, en comparacion con las fuentes de
electricidad tradicionales, la produccion de energia de mas fuentes renovables es
hasta ahora variable y poco confiable en algunos casos (IRENA, 2018), y las baterias
convencionales tienen una respuesta acelerada de unos pocos milisegundos (Luo et

al., 2015).

La produccion de electricidad mediante tecnologia edlica ha aumentado de 4.8 MW en
1995 a mas de 239 GW en 2011. En el futuro, la capacidad mundial aumentara a casi
1.100 GW en 2035, de los cuales el 80 % procedera de turbinas eolicas en tierra
(Shahrouz et al., 2014). Ademas, la energia solar (de paneles solares) es una fuente

renovable, que podria reemplazar a los combustibles fosiles altamente contaminantes.
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La produccién de electricidad de esta fuente de energia depende en gran medida de
las condiciones climaticas. Por tanto, es evidente que una fluctuacion en el clima
podria afectar la generacion de energia solar (Ng6 y Natowitz, 2009), teniendo en
cuenta también los problemas de polvo en la utilizacion de paneles solares (Sarver et
al., 2013). La energia hidroeléctrica sigue siendo la mayor fuente de energia renovable
para la produccion de electricidad en todo el mundo. Aun asi, el desarrollo de esta
fuente de energia es dificil debido a su elevado coste y también a las preocupaciones

medioambientales (Shahrouz et al., 2014).

Con base en los hechos anteriores, se puede argumentar que la sustentabilidad es la
satisfaccion de nuestras propias necesidades sin comprometer la capacidad de las
generaciones futuras para realizar también sus propias actividades. La sostenibilidad
comprende tres pilares: (a) medio ambiente, (b) sociedad y (c) economia. Por ultimo,
la energia sostenible es la Unica fuente de energia respetuosa con el medio ambiente,
gue debe ser investigada a fondo para dar respuesta a la demanda de electricidad y

teniendo en cuenta las multiples y complejas variables.



Cuadro 1.3. Descripcién general de las eficiencias reportadas en sistemas de P-MFC.

Especies de  Tipos de Condic_ic?n de Tipos de Dilwoigjne::(zilade Referencias
plantas plantas  operacion electrodos -
maxima

. De Schamphelaire et al.
O. sativa €3 Ambiente Fieltro de grafito 33 mW m-2 P (2010)
O. sativa C3 Campo de arroz Fieltro de grafito 6 mW m-2 Kaku et al. (2008)
A. anomala C4 Camara climética Fieltro de grafito 22 mW m-2 Helder et al. (2010)
A. calamus C4 Camara climatica Fieltro de grafito 22 mW m-2 Yan et al. (2015)
C. indica C4 Humedal construido Disco de grafito 18 mW m-2 Lu et al. (2015)
C. involucratus C3 Ambiente Fieltro de grafito 5.9 mW m-2 Nattawut (2014)
l. aquatica C3 Humedal construido Fieltro de grafito 12.42 mW m-2 Liu et al. (2013)
G. maxima C3 Camara climética Granulo de grafito 67 MW m-2 Strik et al. (2008)
G. maxima C3 Camara climética Granulo de grafito 80 mW m-2 Timmers et al. (2012)
S. anglica C4 Saturacion de agua  Fieltro de grafito 79 mW m-2 Timmers et al. (2013)
S. anglica C4 Saturacion de agua  Fieltro de grafito 222 mW m-2 Helder et al. (2010)
E. crassieps C4 Siste_m_a benténico . ,

en miniatura Discos de grafito 224.93 mW m-2 Venkata et al. (2011)

E. glabrescens C4 Ambiente Fibra de carbén 0.09 mW m-? Bombelli et al. (2013)
P. setaceum C4 Ambiente Grafito 163 mW m-2 Chiranjeevi et al. (2012)
S. hybridum CAM Insaturaciéon de agua Varilla de grafito 0.092 pW m-2 Tapia et al. (2017)
S. album - - - 0.0024 pW m-2 °
S. sexangulare - - - 0.0084 pW m-2
S. rupestre - - - 0.0155 pW m-2 v
S. reflexum - - - > 0.001 pW m-2
S. spurium - - - > 0.001 pW m-2 v
S.
kamtschaticum i - - >0.001 pW m-2 :
C. floribunda N/A Suelo de jardin Céatodo de grafito  0.21 mW m-2 Azri et al. (2018)

38
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Especies de  Tipos de Condicion de Tipos de DenS|dad_ de .
plantas plantas operacion electrodos ?nogi?r‘;l; Referencias
O. albicarpa CAM Ambiente Fieltro de grafito 4.32 mW m-2 Apollon et al. (2020)
O. ficus-indica CAM Ambiente Fieltro de grafito 0.44 mW m-? ?
O. robusta CAM Ambiente Fieltro de grafito 0.31 mW m-2 !
O. joconostle CAM Ambiente Fieltro de grafito 0.02 mW m-? !

Nota: todos los experimentos se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones de agua.
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1.4.7. Mediciones y célculos de bioelectricidad

1.4.7.1. Voltaje de la Celda

El voltaje de las P-MFC se mide con el apoyo de multimetro, ademas también, se
puede medir de manera automatica utilizando un registrador automatico de datos
conectado a computadora personal. Tapia et al. (2017) realizaron un estudio para
detectar el contenido de agua del agua del suelo en techos verdes con una P-MFC,
monitorearon el voltaje (una vez a la semana) de la celda usando un multimetro UT55
(Uni-Trend Technology Limited, Dongguan, China) durante un periodo de 280 dias de
la puesta en marcha del sistema. Posteriormente, los datos fueron monitoreados cada
10 minutos utilizando el registrador de datos EM50 (Decagon®, Pullman, WA, EE.
UU.). Por otra parte, se midié el potencial de la celda en linea con modulos de
Fieldpoint (instrumento de adquisicion de datos) conectado a una computadora
personal con el software Labview (Timmers et al.,, 2010), asi como también, se
implemento6 un sistema de monitoreo de voltaje, con un microcontrolador Arduino 250
mega, para celdas de combustible que emplean plantas de nopal (Maldonado-Ruelas

et al., 2018).

1.4.7.2. Curva de polarizacién

Segun Logan y Regan (2006), una curva de polarizacién es la variacién de resistencias
externas, aplicadas a las P-MFC. En este proceso, la resistencia se debe de cambiar

en un intervalo de tiempo que oscila entre 5 y 10 min); el proceso se debe de repetir
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(minimo dos veces) para obtener datos precisos. Después, mediante la Ley de Ohm

se calculara la corriente en amperios (A).

1.4.7.3. Salida de potencia, corriente y densidad de potencia

La potencia en watts (W) se calcula a partir de la ecuaciéon W =V ~A. La generacion
de energia o consumo deberia ser medida durante todo el periodo del experimento y
expresada en watts-hora (Wh). Se calcula utilizando la siguiente ecuacion: W = W.h.
Luego, la produccién total de electricidad se calcula utilizando la ecuacion: (J/m?) = ZP
* t; donde P = densidades de potencia promedio en Wm? durante una semana y t =
una semana (604,800 s) (Helder et al., 2012). Las densidades de corriente y de
potencia se normalizan al area de superficie de la membrana en m? (Timmers et al.,

2013), que es igual al rea de crecimiento de la planta y al volumen de P-MFC en m3,

. . . , %4 ,
La densidad de corriente se calcula mediante la férmula: 1= = donde a es el area del

a

electrodo.

1.4.7.4. P-MFC en circuito cerrado

Se implementa después de la obtencion de la realizacién de la curva de polarizacion,
seleccionando la resistencia que indica la potencia maxima de salida en la P-MFC.
Primeramente, se conectan los compartimentos anddico y catddico con la resistencia
seleccionada durante un determinado periodo. Luego, se analizan los datos mediante

la Ley de Ohm para determinar las densidades de corriente y de potencia.
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1.5. Factores que afectan el desempefio de las P-MFC

Se han reportado varios factores que afectan la generacion de electricidad con sistema
bioelectroquimico basado en plantas. Moqgsud et al. (2015a), reportaron que el tiempo
y la radiacion solar son dos factores cruciales en el uso de este tipo de tecnologia,
cuando utilizaron el cultivo de arroz bajo condiciones de inundacion; agregando
compost como fuente para aumentar el rendimiento de las P-MFC. Posteriormente, el
sistema se monitoreo6 por un periodo de 109 dias, donde se encontrd un voltaje maximo
de 700 mV a los 37 dias, con una radiacién solar de 27 mJ/m2. Sin embargo, la
produccion de electricidad bajé considerablemente cuando las plantas de arroz
estaban listas para ser cosechadas. Por lo tanto, el tipo de suelo (Dunaj et al., 2012),
la profundidad del suelo, el agua y la temperatura son otros factores que afectan la

generacion de energia con celdas de combustible microbiana (Deng et al., 2014).

Por otra parte, otros factores han sido reportados en estudios previos para la
generacion de electricidad por BES. Asi que, para Lauber et al. (2009) el pH del suelo;
la estructura del suelo (Wikelin et al., 2008); la textura del suelo (Sessitsch et al., 2001);
y la disponibilidad de nitrégeno (Frey et al., 2004) son promotores en la formacién de
poblaciones de microorganismos. De acuerdo con Patrik (1981), la materia inorganica
presente en el suelo puede afectar el potencial redox; por lo tanto, el suelo sufre de
manera continua reacciones redox (Vepraskas y Faulkner, 2001). Por otro lado, el
suelo produce electrones mediante la descomposicion de quimicos, acido humico (De

Schamphelaire et al., 2008) y hierro (II) (Meek y Chesworth, 2008).
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1.5.1. Desafios

El desafio mas relevante del sistema P-MFC es su bajo rendimiento con respecto a la
generacion de bioelectricidad. En consecuencia, se requieren realizar mas
investigaciones para (i) mejorar el disefio de P-MFC, la configuraciéon y modificacion
de los electrodos, con el objetivo de optimizar las condiciones de operacion para su
uso comercial (Zhao et al., 2017), asi como (ii) la seleccion de especies de plantas
adecuadas con hébitos de crecimiento Unicos, las cuales sean capaces de liberar
compuestos organicos a través de sus raices y que éstos son descompuestos por las
EAB; transfiriendo electrones para la generacién de bioelectricidad (Kabutey et al.,
2019). Otros dos desafios de este sistema son mantener las plantas vivas mientras
producen energia estable y evitar el deterioro de los materiales del electrodo con el

tiempo (Nitisoravut y Regmi, 2017).

1.6. Aplicacién en tiempo real de PMFC: LED, sensores y transmision de datos

Las P-MFC alo largo del tiempo tomaron un papel muy importante, debido a que tienen
multiples aplicaciones que incluyen el monitoreo de la biodeteccién de la madurez de
las plantas (Chen et al., 2012), el tratamiento de agua (Nattawut, 2014), las
condiciones ambientales (Donovan et al., 2008) y la recuperacién de metales pesados

de ambientes contaminados (Li et al., 2019).

En 2009, se desarroll6 un prototipo de 28 L MFC para el tratamiento de aguas
residuales (Lefebvre et al., 2009). Aunque este disefio necesitaba ser optimizado, la

MFC mostré promesas, generando electricidad muy estable durante un periodo de
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cuatro meses. El voltaje maximo logrado en circuito abierto fue de 0.8 V.
Posteriormente, Hiegemann et al. (2019) usaron un médulo prototipo MFC sumergible
con una capacidad de 255 L, para tratar aguas residuales municipales durante un largo
tiempo desde su puesta en marcha. La densidad de potencia maxima para este
sistema fue de 78 mW m=2. Por otra parte, Rossi et al. (2019) hicieron pruebas con
otro prototipo de 85 L MFC con el catodo mas grande usando aguas residuales como
combustible, alcanzando una densidad de potencia maxima de 83 mW m™.
Adicionalmente, Apollon et al. (2020) desarrollaron un novedoso prototipo para la
generacion de bioelectricidad en un ecosistema semiarido. Se conectaron 12 reactores
en series para alimentar un LED y un reloj digital (Figura 1.8) durante una semana. Los
resultados mostraron una produccion de voltaje inicial de 3 V, el cual después
disminuyo a un 18 % (2.46 V) al final de la prueba. Durante este ensayo, se logré una
densidad de potencia promedio de 489.02 mW m= por area de produccion. La
aplicaciéon de estos prototipos ha demostrado que la tecnologia MFC es una buena

impulsora de bioelectricidad.

Otras aplicaciones que podria tener un sistema P-MFC, es su instalacién en un sistema
hidropdénico en ambientes controlados (invernadero); asi como la remediacion del
suelo, el manejo de enfermedades de las plantas (Nitisoravut y Regmi, 2017) y
biosensores (Chiranjeevi et al., 2019). Estas, son areas potenciales de aplicaciéon de

esta tecnologia.
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Figura 8. Prototipo alimentando LED Yy reloj digital. De izquierda a derecha: conexion
de 12 P-MFC, multimetro monitoreando el voltaje y la aplicacion en tiempo real de los

dispositivos.

1.7. Conclusiones

Las tecnologias P-MFC son sistemas bioelectroquimicos que son sostenibles,
alternativas renovables y ecolégicos a las fuentes de energia tradicional que deben ser
investigadas mas a fondo para responder a la actual escasez de energia en el mundo,
asi como reducir la sobreutilizacion de otras fuentes de energia nocivas. Ademas, P-
MFC es una opcién prometedora para generar bioelectricidad en comparacion con las
MFC convencionales. La generacion inicial de bioelectricidad ha aumentado de
manera prometedora con un 90,13%. (67 mW m==2 — 679 mW m-2 por area de

crecimiento vegetal). El mejoramiento de generacion de densidad de potencia a largo
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plazo de una P-MFC, depende de factores tales como: (i) tipos de materiales de
electrodos, (ii) tipos de membranas y (iii) especies vegetales adecuadas (con alta
rizodeposicion). Spartina anglica parece ser una buena alternativa para la mejora de
P-MFC bajo condiciones de saturacion. Para una aplicacion a gran escala en el
laboratorio, se recomienda usar esta especie de planta. La membrana de intercambio
anionico también mejora la salida de potencia en comparacién con la membrana de
intercambio cationico debido a la transferencia de iones fosfato e hidroxido cargado.
Ademas, el uso de una membrana de intercambio anionico o catidnico permite la
produccion y recuperaciéon de materias primas (productos quimicos), tales como
perdxido de hidrégeno y soluciones causticas en MFC. Por ultimo, se requieren plantas
capaces de liberar mayores compuestos organicos y también un desarrollo tecnolégico
mas eficiente para una mayor tasa de transferencia de electrones aplicando este

sistema donde hay una escasez de energia.
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CAPITULO 2. DESEMPERNO DE UN SISTEMA DE ADQUISICION DE DATOS DE
MONITOREO DE ENERGIA ELECTRICA PARA CELDA DE COMBUSTIBLE

MICROBIANA BASADA EN PLANTA

2.1. Introduccion

El agotamiento de los combustibles fésiles y los problemas ambientes causados por el
uso excesivo de los mismos ha permitido encontrar otras alternativas para la
produccion de energia limpia, como la energia solar que es una fuente universal y
confiable, para responder a la alta demanda de electricidad de la poblacién mundial
(Prabha et al. 2021; Maddalwar et al. 2021). Se ha reportado que la tierra recibe
aproximadamente 120,000 TW (ola viajera) de energia solar al afio, con una densidad
de potencia de 170 W m—2llegando a la superficie de la tierra, superando la demanda

actual global de aproximadamente 16 TW (Sekar y Ramasamy, 2015).

Por otro lado, se han estudiado otros tipos de fuentes de energia sostenibles para
producir bioelectricidad, tales como las MFC y las P-MFC, (Rusyn et al. 2021; Apollon
et al., 2022a). Desde su implementacion, estas tecnologias han sido estudiadas desde
diferentes angulos. Por ejemplo, la tecnologia MFC se ha utilizado en diversos campos

de aplicacion, como el tratamiento de aguas (residuales) (Choudhury et al., 2021; Saed


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852421011135#b0460
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et al., 2022), recuperacion de nutrientes (Sharma et al., 2021; Sabin et al., 2022), y
remediacion de metales pesados (Wang et al., 2022; Lam et al., 2022); segun lo
revisado por Apollon et al. (2022b). Una MFC utiliza el metabolismo de los
microorganismos que se adhieren al compartimiento del anodo y el proceso
electroquimico para transformar la energia quimica en energia eléctrica (Logan et al.,
2006; Rusyn, 2021). A diferencia de MFC, P-MFC es una tecnologia que utiliza la
actividad fotosintética de la planta para la generacion continua de bioelectricidad. La
tecnologia P-MFC fue implementada por primera vez en 2008 por Strik y colaboradores
usando la planta Glyceria maxima para generar bioelectricidad (Strik et al. 2008).
Durante el experimento se alcanzé una densidad de potencia de hasta 67 mW m-2,
Méas tarde, Wetser et al. (2015) lograron aumentar el rendimiento de la P-MFC
utilizando otra especie vegetal como Spartina anglica. La maxima densidad de
potencia encontrada en 10 min de polarizacién fue de 679 mW m-2, que se redujo a
240 mW m-2 en operacion a largo plazo (dos semanas). En un sistema P-MFC operado
con Caltha palustris, se logré un voltaje maximo y una corriente de 1454.1 mVy 11.2
mA, respectivamente (Rusyn et al., 2019). Por lo tanto, el rendimiento de un sistema
bioelectroquimico como la P-MFC depende en gran medida de su tipo, disefio y
configuracion. Ademas, depende de los tipos de materiales de anodo y céatodo; y

también de las especies de plantas utilizadas (Rusyn, 2021; Maddalwara et al., 2021).

La P-MFC ha sido elegida como una de las fuentes seguras de generacion de
bioelectricidad. El uso de esta tecnologia ha permitido reducir en gran medida las
emisiones de gases de efecto invernadero. El uso de plantas en una MFC permite

aumentar la cantidad de biomasa, asi como la generacion de energia sin necesidad
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de cosechar las plantas (Mogsud et al., 2015). Una P-MFC puede producir energia
sostenible 18 veces mas que el sistema convencional de sedimentos. El aumento en
la generacién de energia en la P-MFC se debe al aumento en la disponibilidad de
materia organica (MO) en la camara del anodo debido a la oxidacion microbiana

(Ramadan et al., 2017).

La P-MFC juega un papel importante en los sistemas agricolas de hoy. La
implementacion de esta tecnologia permite no solo producir energia limpia, sino
también evaluar los pardmetros de crecimiento de las plantas, como altura de la planta,
namero de brotes, didmetro del tallo, etc. (Apollon et al., 2020). En estudios previos,
investigadores de diferentes paises han desarrollado prototipos de P-MFC para
producir bioelectricidad y evaluar el crecimiento de las plantas a través del sistema P-
MFC (Angelini et al., 2008; Luo, 2009; Helder et al., 2010; Sudirjo et al. 2019a). Los
resultados de estas investigaciones indicaron que los sistemas P-MFC influyen en la
altura de la planta, asi como también en la cantidad de biomasa producida por la
planta. En un estudio realizado por Apollon et al. (2020), se encontré que el P-MFC
tuvo un efecto positivo en el pardmetro altura de la planta. El mismo fenbmeno se
confirmé cuando las plantas recibieron dosis de 150 mg L~ de nitrato de amonio
(NH4NOs3), mediante el uso de un prototipo de P-MFC instalado verticalmente en el
suelo (Apollon et al., 2022a). Sin embargo, las P-MFC enfrentan grandes desafios
relacionados con la generacion de energia en operacion a largo plazo y su aplicaciéon
a gran escala en tiempo real. En un articulo de revisién Apollon et al. (2021),
discutieron los avances y tendencias mas recientes en cuanto a configuraciones de P-

MFC, los tipos de materiales de membrana, anodo y catodo; los factores que afectan
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el desemperio de las tecnologias P-MFC, asi como también los desafios que enfrentan

los sistemas bioelectroquimicos y sus posibles aplicaciones en tiempo real.

Por lo anterior, los objetivos principales de este estudio fueron (i) construir una P-MFC
mediante la eleccion de materiales adecuados y de bajo costo, asi como evaluar su
desempefio; y (ii) disefiar un sistema de adquisicion para monitorear el voltaje en

tiempo real en la P-MFC.

2.2. Revision de literatura

2.2.1. BES

Los BES son sistemas en los que al menos ocurre una de las reacciones de electrodos
(anddicas y / o catddicas), las cuales estan catalizadas biolégicamente (Rabaey et al.,
2007). Los primeros prototipos de BES operados en modo galvanico se denominaron
celdas de combustible microbiana (MFC), y cuando se operaban en modo electrolitico,
generalmente se los denominaba celdas de electrolisis microbianas (MEC). Sin
embargo, cuando se operan con plantas reciben el nombre de P-MFC. Las Ecuaciones
2.1 y 2.2 representan reacciones quimicas que ocurren en los compartimentos del

anodo y cétodo, respectivamente, en una MFC de doble camara (Figura 2.1):

CH5;CO0~ + 2H,0 — 2C0, + 7H* + 8e~ (2.1)

0, +4e™ + 4H* > 2H,0 (2.2)
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Figura 2.1. Representacidon esquematica de una MFC, generando electricidad

mediante una resistencia (QQ) conectada a los electrodos anédico y catédico.

Un disefio de electrodo de casetes de la misma forma, pero a dos escalas diferentes:
0.6 m?y 1 m? anodos funcion6 utilizando aguas residuales domésticas estancadas; en
un lugar de tratamiento real a temperatura ambiente (8.6—15.6 °C) por un periodo de
217 dias, con un tiempo de retencién hidraulica (TRH) de 5 horas (Cotterill et al., 2017).
Por lo tanto, al disminuir el espacio de los casetes y al aumentar el TRH del estudio de
Heidrich, la eliminacién de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) fue en promedio
63.5 %. Sin embargo, la MEC solo produjo 0.004 LH2-L"1-d"! con una conductividad
eléctrica maxima (CE) del 27.7 % y surgieron problemas con las bacterias que
consumian el hidrégeno ingresando al compartimiento del catodo. Aunque este
sistema es el mas exitoso en términos de produccion de energia, todavia se produjeron
problemas, principalmente relacionados con la aplicacion del potencial eléctrico y

deterioro del material (Baeza et al., 2017).
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2.2.2. Tipos de aceptores de electrones y materiales utilizados en P-MFC

La estrategia de tratamiento comprende la adicion de un grupo funcional o catalizador
en el electrodo para facilitar la transferencia de electrones de las bacterias a la
superficie del anodo y del catodo a los aceptores, asi como también la alteracion
estructural de las superficies del anodo y del catodo acomoda mas bacterias para
transportar electrones. Extender el uso de las P-MFC a gran escala es inevitable en el
futuro. El oxigeno es el aceptor de electrones mas utilizado como cétodo para la
reaccion de reduccion en la mayoria de los estudios que se han realizado de las P-
MFC. Es el aceptor de electrones mas sostenible por su disponibilidad inagotable. Los
biocatalizadores, que comprenden bacterias desarrolladas en la superficie del catodo,
disminuyen la concentracion critica de oxigeno de 5.5-6.6 a 0.1 mg L' y mejoran la
afinidad del oxigeno para el catodo (Schroder, 2012). En la seccion 1.4 del capitulo 1
se presentaron los tipos de materiales de configuracién de las P-MFC para alcanzar

un rendimiento significativo de produccion de bioelectricidad.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Construccién y operacién del reactor P-MFC

Se fabricaron dos reactores individuales, es decir, (i) P-MFC y (ii) C-MFC utilizando
una membrana de maceta de arcilla (3 mm de espesor); altura de 20 cm y diametro de
9 cm (0.0693 m?) (Figura 2.2A). Para el electrodo del anodo (Figura 2.2B) se utilizd

648 cm? de fieltro de grafito (ESGRAF, S.A de C.V., México) de 6 mm de diametro,
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colocados alrededor de toda la superficie de la maceta. El fieltro de grafito se reporto
anteriormente como un potencial material de anodo (Kuleshova et al., 2021). Como
electrodo catédico, se utilizaron 270 cm? de malla de acero inoxidable (NYLOMAQ SL
PLATE 9.5 mm 610 X 610 mm) que fue colocado dentro de la maceta de arcilla.
Posteriormente, la P-MFC se incrusté con S. rebaudiana, como se muestra en la Figura
2.2C. El sistema de electrodos de P-MFC se instal6 manualmente y se coloco a una
profundidad entre 20-30 cm en el suelo. El experimento se realizé en la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon, durante 15 dias. Durante este
periodo, los reactores P-MFC y C-MFC fueron regados cada dos dias con 2L de agua
del grifo. El apéndice 2 muestra el proceso de configuracion de la P-MFC basada en

Stevia rebaudiana.

Materia
organica Glugosa=Ci

Oo

Fieltro de

2

microorganismos Anodo(-)

Rizosfera

Figura 2.2. (A) Membrana de maceta de arcilla, (B) electrodo construido y (C)

ilustracion esquematica de la P-MFC evaluada en este estudio.
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2.3.2. Disefio e implementacion del sistema de adquisicion de datos

De acuerdo con Maldonado-Ruelas et al. (2018) la adquisicion de voltaje de los BES
como las P-MFC es generalmente de muy baja potencia con alta impedancia eléctrica.
Para resolver ese problema, es necesario realizar esquemas capaces de acoplar las
impedancias de los sistemas P-MFC. Uno de los esquemas que se debe implementar
es el sistema de adquisicidon de datos autométicos, el cual permite monitorear los
voltajes mediante un sistema de plataforma digital (Arulmani et al., 2021; Zhang et al.
2021; Attia et al., 2022). El sistema de adquisicion de voltaje utilizado en este estudio
fue dividido en 6 pasos o etapas (Figura 2.3). Adicionalmente, el sistema fue
compuesto por la interfaz ATMEGA2560 (Figura 2.4), el cual fue conectado a una
computadora personal. Una de las caracteristicas importantes de este Arduino, es la
cantidad de puertos analdgicos que tiene; ademas de que es muy sencillo de manejar
(Maldonado-Ruelas et al., 2018). Este sistema comprendié 32 canales y 16 salidas
analdgicas (Figura 2.5a). Previo al monitoreo de los datos, la plataforma digital fue
calibrada con el objetivo principal de obtener datos precisos. La Figura 2.5b muestra
la toma de datos en tiempo real. En la pantalla se observan dos ventanas abiertas. La
ventana de la izquierda muestra el codigo de programacion del Arduino y la ventana
de la derecha indica el programa que guarda los datos generando un archivo .txt. (para

mas detalles véase el apéndice 1).
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Figura 2.3 Presentacion esquematica general del sistema de adquisicion de datos

automaticos de voltaje de las P-MFC (adaptado de Maldonado-Ruelas et al., 2018).
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Figura 2.4. Caracteristicas del microcontrolador Arduino, utilizado para el monitoreo

de los datos de voltaje.
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Figura 2.5. (a) Monitoreo de datos de voltaje mediante Arduino Mega 2560 y (b) una

computadora personal registrando los datos.

Para el monitoreo de la humedad del suelo se utiliz6 un Arduino UNO (Figura 2.6), el
cual fue conectado también a una computadora. Se utilizaron sensores de humedad
(Sensor Capacitivo Anticorrosivo Arduino, KZRU25884, China) los cuales fueron

conectados a los pines analégicos del Arduino.

Finalmente, los datos de voltaje obtenidos del sistema de adquisicion fueron
guardados de manera automatica mediante la plataforma Processing (version 3.4)
acoplado a la interfaz (véase el apéndice 1.4). Los datos se actualizaron generando
un archivo “.txt” con la informacion exacta y acomodada para su posterior analisis.
Esto permitid evitar pérdida de datos cuando hubiera un corto circuito u otros
problemas con el sistema. Para los datos de humedad del suelo se utilizo el programa

PLX DAQ (archivo Excel).
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Figura 2.6. Esquema del Arduino UNO utilizado en este estudio.

2.3.3. Mediciones de bioelectricidad

El voltaje de circuito abierto (OCV, por sus siglas en inglés) se registrd (en tiempo real)
en un intervalo de tiempo de 15 min/dato, utilizando el sistema de adquisicion de datos
construido, durante 15 dias. Luego, en la etapa final del experimento, se aplicaron
manualmente 11 resistencias externas (entre los rangos de 100 Q a 1000 Q) en 10 min
de polarizaciéon (Rusyn y Hamkalo, 2020). La corriente y la potencia se calcularon
utilizando la ley de Ohm (Apollon et al., 2022a). Las densidades de corriente y potencia
se calcularon considerando el area (0.0693 m?) de la superficie anddica del reactor P-
MFC. La Ecuacion (2.3) indica la ley de Ohm, y las Ecuaciones (2.4) — (2.5) muestran
el proceso de calculo de la bioelectricidad de acuerdo con la ley de ohm (Nasrabadi y
Moghimi, 2022). Finalmente, la Ecuacion (2.6) muestra el proceso de calculo de la
densidad de corriente, segun el area proyectada de la superficie del anodo (Rusyn et

al., 2021; Apollon et al., 2020).
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e Voltaje (V): V=I%*R (2.3)

e Intensidad de corriente (A): I = R:/xt (2.4)

e Potencia (W): P=V=x] (2.5)

e Densidad de corriente : I = m (2.6)
Donde:

V: Voltaje (Volts).

I: Intensidad (A).

Rext: Resistencia externa (Q).

Aanodo: Area proyectada de la superficie del &nodo.

Voc: Voltaje de circuito abierto (Volts).

2.4. Resultados y Discusién

2.4.1. Desempeiio de los reactores en OCV

Los resultados presentados en la Figura 2.7 muestran que los dos reactores evaluados
en este estudio tuvieron un comportamiento diferente para los parametros de OCV. La
P-MFC resulté ser un reactor mas efectivo en este estudio, alcanzando un OCV mayor
con un valor de 850 mV (0.85 V), mientras que C-MFC indicé un OCV de 762 mV
(0.772 V). Este comportamiento se debe a que hubo mayor actividad bacteriana en la

superficie del anodo de la P-MFC en comparacion con la de MFC (Apollon et al.,
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2022a); aunque, los reactores compartian el mismo tipo de membrana. Por ejemplo,
cuando la planta realiza el proceso de fotosintesis, esto permite que una gran cantidad
de exudados 0 compuestos organicos estén presentes en el compartimiento del anodo
(Strik et al.,, 2008). Los resultados antes mencionados estuvieron en los rangos
reportados por Kumar et al. (2018) usando una P-MFC (DcPMFC) de doble camara
gue se configuré con una camara de catodo interna y un conjunto de electrodo de
catodo de aire con separador de terracota externo. Sin embargo, en otro estudio
realizado por Kumar et al. (2020), se encontraron rendimientos de voltaje de 292.1 mV
(0.2991 V) y 321.7 mV (0.3217 V), en dos tipos de reactores: Tipo-I (horizontal) y Tipo-
Il (vertical) de P-MFC ceramica a base de terracota (C-PMFC), respectivamente. Estos
resultados fueron inferiores a los alcanzados en el presente estudio. Ademas, un
estudio realizado por Syed et al. (2021) mostré un OCV de 650 mV (0.65 V), utilizando
estiércol de ganado como sustrato (estiércol de bovino y estiércol de bufalo) para
incrementar la generacion de energia en los reactores MFC. Dicho resultado también
fue inferior comparando con lo reportado en este estudio. En un estudio realizado por
Apollon et al. (2020), se logré un OCV maximo de 1200 mV (1.2 V) en una novedosa
P-MFC basada en una barra de ceramica (colocada verticalmente) operada con dos
especies de Opuntia (O. ficus-indica y O. joconostle). Durante el experimento, las P-
MFC se regaron con 1 L de agua/semana, durante 30 dias; mientras que en el presente
estudio las plantas fueron regadas con 2 L de agua cada dos dias, durante 15 dias.
Anteriormente, el voltaje maximo de 1454.1 mV (1.4541 V) fue encontrado en una P-
MFC operada con suelo como sustrato (Rusyn et al., 2019). Estos resultados son
superiores a los encontrados en este trabajo. Por lo tanto, se puede argumentar que

el sistema utilizado en este estudio puede impulsar la tecnologia P-MFC en
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condiciones de saturacion. Ademas, el sistema de adquisicion de datos desarrollado

fue adecuado para monitorear datos de voltaje en tiempo real.

700 1 -~ P-MFC & C-MFC
600 1
500 1

400 1

Voltaje (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Figura 2.7. Rendimiento de salida de voltaje en los dos reactores durante 15 dias.

2.4.2. Experimento de polarizacion

La polarizaciébn se realiz6 al final del estudio. Los resultados indicaron un
comportamiento diferente entre ambos reactores, que compartian un compartimento
anodico similar (Figura 2.8A). El voltaje maximo de 600 mV (0. 6 V) se obtuvo en el
reactor P-MFC, en comparacién con el reactor C-MFC que indic6 un voltaje de 448 mV
(0.448 V), con unaresistencia de 1000 Q. El P-MFC mostré mayor eficiencia energética
de 186 mA m-2, siendo el mejor reactor en este estudio. Posteriormente, exhibié una
densidad de potencia maxima de 66 mW m-? (Figura 2.8B), la cual fue superior

(86.21% y 74.54%) a la densidad de potencia reportada por Kumar et al. (2020).
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Ademas, otros estudios indicaron densidades de potencia inferiores a la alcanzada en
este estudio (Sudirjo et al.,, 2019b; Syed et al., 2021; Apollon et al., 2022a). Sin
embargo, en un estudio reciente, se reportaron densidades de potencia mas altas de
1613.3 + 155.5 (sistema con cinco ramas) y 1185.1 + 29.1 mW m~2 (sistema con una
rama colectora), respectivamente, en sistemas electroquimicos microbianos (MES, por
sus siglas en inglés) optimizando el colector de anodos (Li et al., 2022). Por lo tanto,
estos investigadores encontraron una estrategia efectiva integrando un colector de
corriente de metal en el electrodo del &nodo para reducir la pérdida de potencia del
sistema; y estos resultados fueron superiores a los encontrados en los dos reactores
evaluados. Esta diferencia se debe a los tipos de sistemas utilizados en ambos

estudios, asi como al tiempo de operacion de estos.

Por otro lado, es importante buscar alternativas para mejorar la tecnologia P-MFC. Por
ejemplo, para aumentar el rendimiento o la eficiencia de los sistemas P-MFC, es
necesario aplicar tratamientos adecuados. El tratamiento implica agregar un
catalizador al electrodo para facilitar la transferencia de electrones de las bacterias a
las superficies del &nodo y el catodo a los aceptores, asi como la alteracion estructural
de las superficies del anodo y el catodo para acomodar mas bacterias para el
transporte de electrones. El oxigeno (O2z) es el aceptor de electrones mas utilizado
como catodo para la reaccién de reduccién en la mayoria de los estudios de P-MFC.
Es el aceptor de electrones mas sostenible debido a su disponibilidad inagotable. Los
biocatalizadores, que comprenden bacterias que crecen en la superficie del catodo,
reducen la concentracion critica de oxigeno de 5.5-6.6 a 0. 1 mg L~ y mejoran la

afinidad del oxigeno por el catodo (Schroder, 2012). Por lo tanto, las plantas juegan un
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papel decisivo en la produccion de Oz, aumentando el rendimiento de las P-MFC.
Ademas, la medicion del voltaje en tiempo real en la P-MFC permite conocer con
exactitud su eficiencia. Por lo anterior, se puede argiir que la implementacion de un
sistema de adquisicion de datos de voltaje en tiempo real en BES, permite ahorrar mas
tiempo y también obtener datos reales de los sistemas. Finalmente, es inevitable

extender el uso de las P-MFC a gran escala en el futuro.
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Figura 2.8. (A) Curva de polarizacién y (B) curva de densidad de potencia de P-MFC

y C-MFC en la etapa final del estudio.
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2.5. Conclusiones

En este estudio se evaluo el desempefio de un sistema automatico de adquisicion de
datos de voltaje para P-MFC. Este sistema permitia obtener datos en tiempo real y
prolongado. El uso de este sistema tiene ventajas por la cantidad de canales, su costo-
beneficio y su facil manejo. Ademas, la membrana de maceta de arcilla utilizada para
el disefio del reactor hizo posible producir bioelectricidad a bajo costo. El voltaje
maximo alcanzado con la P-MFC fue de 850 mV (0.85 V), mientras que C-MFC alcanz6
un voltaje maximo de 762 mV (0.772 V). Ademas, el mismo reactor logré6 una
generacion de potencia maxima de 66 mW m—2 en 10 min de polarizacién, mientras
que una densidad de potencia con la C-MFC fue igual a 13.64 mW m-2. S. rebaudiana
mostrdé una gran alternativa para la generacion de energia. Ademas, el sistema de
adquisicién de monitoreo fue adecuado para la obtencion de datos en tiempo real.
Finalmente, se necesitan tecnologias alternativas de produccion de electricidad como

P-MFC para satisfacer la futura demanda de electricidad.
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CAPITULO 3. REUTILIZACION AUTOSOSTENIBLE DE NUTRIENTES ASOCIADA
A LA GENERACION DE ELECTRICIDAD A PARTIR DE NUEVAS CELDAS DE

COMBUSTIBLE MICROBIANA BASADA EN PLANTA

3.1. Introduccién

La recuperacion de nutrientes como el nitrogeno (N), el fosforo (P) y potasio (K) en
diferentes tipos de desperdicios (por Ej., aguas residuales domésticas, orina humana,
etc.), ha sido objeto de numerosas investigaciones durante décadas. Estos tres
macronutrientes son elementos esenciales que requieren las plantas para completar
su ciclo de vida. La recuperacion de estos elementos en grandes cantidades permitiria
que pudieran aprovecharse para suplir la demanda alimentaria de la poblacion
mundial. En las aguas residuales domésticas, las concentraciones de N y P son
generalmente bajas (Liu et al., 2008); asi como también el proceso de recuperacion de
los nutrientes requiere alto consumo de energia. Actualmente, las tecnologias de
tratamiento aplicadas tienen como proposito eliminar en gran parte las
concentraciones de N o P con muy poca recuperacion. Se sabe que la mayor
recuperacion de N esta cubierta por el método de Haber-Bosch, mediante el cual se
utiliza energia fosil para la fijacion de N atmosférico en la molécula amoniacal que

posteriormente se utiliza como fertilizante. Este método en si tiene efecto negativo
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sobre el medio ambiente, ya que contribuye de manera importante a la liberacion de
gases a efecto de invernadero, aparte de representar aproximadamente el 2 % del

consumo de energia global (Kugler et al., 2014).

La orina humana tiene alta concentracién de urea, cloruro de sodio (NaCl), potasio y
fosfato, etc. (Larsen y Gujer, 1996). Ademas, se sabe que ocupa aproximadamente un
volumen de 1 % de la cantidad de las aguas residuales municipales, sin embargo,
representa el 80 % de N, 50 % de P y 90 % de K (Larsen et al., 2001); asi como también
el 10 % de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (Larsen y Gujer, 1996), en las
aguas residuales municipales. La recuperacion o remocion de nutrientes (N y P) en
aguas residuales a través de instalaciones de eliminacion de nutrientes bioldgicos,
consume mucha energia (Wilsenach y van Loosdrecht, 2004). Asimismo, la separacion
de la fuente de orina podria no solo mejorar la calidad de los efluentes, sino también
reducir el consumo de energia; asi como también el costo de instalacion de las plantas
de tratamiento de aguas residuales receptoras (WWTP, por sus siglas en inglés)

(Wilsenach y van Loosdrecht, 2004).

Los BES han surgido como una tecnologia prometedora para responder a la alta
demanda de consumo energético mundial. Las MFC se derivan de los BES que se han
disefiado para diferentes aplicaciones. Estos comprenden (i) tratamiento de aguas
residuales, (ii) produccion de biocombustible, (iii) sedimentos contaminados y (iv)
biosensores. El principal objetivo de las MFC es transformar la energia quimica
liberada por la materia organica (MO) directamente a electricidad mediante la actividad
metabdlica de las EAB (Dominguez-Garay y Esteve-Nufiez, 2018). Existen otras

aplicaciones en las que se podrian implementar estos sistemas bioelectroquimicos
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(leropoulos et al., 2017), tales como las que desarrollan sistemas de MFC inoculadas
gue emplean como Unica fuente de materia prima la orina humana (leropoulos, 2012),
utilizados para cargar la bateria de teléfonos inteligentes (leropoulos et al., 2017;
Walter et al., 2016); asi como encender luces en los inodoros (Walter et al., 2018). La
orina humana constituye una concentrada fuente de nutrientes (e.g., N, P, K); y su pH

oscila entre 5.6—6.8 (Fittschen y Hahn, 1998).

En estudio previo se encontro la tasa de recuperacion de nitrégeno amoniacal (NH4*-
N) y ortofosfato (PO43--P) de 94.6 % y de 28.6 %, respectivamente alcanzado con una
densidad de potencia volumétrica de 2.6 W m—3; en una MFC inoculada con orina (Zang
et al., 2012). Sharma et al. (2021) reportaron una eficiencia de recuperacion de NH4*-
Ny PO43-P de 46 +£2.16 %y 90 + 1.5 % respectivamente en orina usada en un sistema
de MFC a escala de campo acompafado de una salida de densidad de potencia
maxima de 14.5 mW m-2. Para la operaciéon a largo plazo (80 dias), se logré una
potencia promedio de 1.05 mW por una cascada-MFC inoculada con orina (Obata et
al., 2020). Ademas, se ha reportado una salida de potencia maxima de 29.64 + 2.3
mW m-2 durante 30 dias de operacién de una MFC alimentada con orina (Salar-Garcia
et al.,, 2020). Sin embargo, los trabajos de literatura mencionados anteriormente no
abordaron la reutilizacion directa sostenible de nutrientes junto con el crecimiento de

las plantas para una agricultura integrada inteligente con electricidad verde.

Ademas, las P-MFC se han disefiado para producir bioelectricidad de forma continua
y también para mejorar la eficiencia del sistema. La P-MFC es un nuevo sistema
sostenible y renovable también derivado de BES a través del cual la energia

acumulada por la planta (i.e., energia quimica) durante el proceso de fotosintesis se
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convierte en bioelectricidad. Al igual que las MFC, las P-MFC también se aplicaron
para alimentar los siguientes dispositivos: LED vy reloj digital (Apollon et al., 2020),
Internet de las Cosas (loT, por sus siglas en inglés) (Osorio de la Rosa et al., 2019) y
biosensores (Sudirjo et al., 2019). Sin embargo, las P-MFC también enfrentan grandes
desafios con respecto a la generacion de energia en el funcionamiento a largo plazo y
su aplicacién a gran escala en tiempo real. Apollon et al. (2021) discutieron los avances
y tendencias mas recientes en termino de configuraciones de los P-MFC, los tipos de
materiales de membrana, anodo y catodo utilizados; los factores que afectan el
rendimiento de las tecnologias de P-MFC, los desafios enfrentados por estos sistemas

bioelectroquimicos y sus posibles aplicaciones en tiempo real.

Por otra parte, La Evaluacion del Ciclo de Vida (LCA, por sus siglas en inglés) al
comienzo del uso de BES es crucial para guiar estas tecnologias hacia el desarrollo
sostenible. Los impactos ambientales (es decir, mas del 70%) que pueden ser
causados por el uso de un sistema deben ser evaluados tanto durante su proceso de
configuracion, asi como también durante su operacién (Rebitzer, 2002). Desde hace
varias décadas la LCA ha sido utilizada para la estimacion de las cargas ambientales
de los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Dennison et al., 1998). La LCA
evalla los cambios en las practicas de tratamiento de aguas residuales, proponiendo
diferentes soluciones técnicas con relacion a las cargas ambientales estimadas que
exigen las emisiones y también el uso de recursos (Lundin et al., 2000). En otros
estudios autores han utilizado la metodologia de LCA para examinar los impactos

ambientales del uso de los MFC (Zhang et al., 2018, 2019a, 2019b).
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La alimentacion de nutrientes In situ sostenible en P-MFC es atractiva, sin embargo,
aun no se ha informado. La agricultura integrada inteligente y sostenible es otro
aspecto muy importante para abordar en la actualidad. El uso de la P-MFC en la
agricultura ayuda a reducir los gases de efecto invernadero. Esta tecnologia permite
la produccién de alimentos saludables y también responde a la alta demanda mundial
de alimentos. La orina es una fuente muy importante de urea y su uso en la P-MFC se
ha limitado a estudiar. La aplicacién de orina de animales domésticos en el P-MFC
permite la generacion de fertilizantes de muy bajo costo y ademas reduce los impactos
ambientales. Ademas, la tecnologia P-MFC se puede operar (implementar) en

cualquier campo de produccién de cultivos sin competir o dafiar las plantas.

En este capitulo, se desarroll6 de manera sostenible la facil autoalimentaciéon de la
reutilizacion de desechos de orina de animales domésticos asociados con la
generacion de energia mejorada, en una P-MFC (cantarito o taza de arcilla) embebida
con Stevia rebaudiana. Los objetivos de este estudio fueron: (i) estimar la cantidad de
N, P y K reutilizados por el sistema P-MFC inoculado con orina de tres especies de
animales domésticos; y (ii) evaluar la produccién de bioelectricidad de las P-MFC
utilizando Stevia rebaudiana. Finalmente, se evalué el impacto del sistema P-MFC en
el medio ambiente. Esto incluye varios aspectos como la LCA y la relacién costo-

beneficio; por ejemplo, los costos de los materiales de instalacion para una P-MFC.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Ubicacion de estudio

Este trabajo de investigacion se llevo a cabo a la intemperie en el Municipio de General
Escobedo, N.L., con ubicacion geografica 25° 78" 02” Latitud Norte y 100° 18" 58”
Longitud Oeste; Altitud de 500 msnm (metro sobre el nivel del mar); una precipitacion

anual de 300-600 mm; y una temperatura media anual entre 18 y 24°C (INEGI, 2017).

3.2.2. Recoleccién de muestras de orina

Se recolecté orina de diferentes especies de animales domésticos sanos (bovino,
caprino y ovino) en la Unidad Académica Marin de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (FA-UANL). Se seleccionaron cuatro animales
para recolectar la orina de cada especie. Posteriormente, las muestras se conservaron
en un area con una temperatura de 4 °Cy se aplicaron a los tres dias de su recoleccion.

El pH de la orina fresca estaba entre 6 y 6.8.

3.2.3. Operacion e inoculaciéon de los reactores P-MFC

El experimento se llevo a cabo en campo abierto, donde se evaluaron cuatro P-MFC,
bajo un disefio completamente al azar con 5 repeticiones (Figura 3.1); de un total de
20 P-MFC (unidades experimentales, UE). La unidad experimental fue una maceta de

7.25 L + una P-MFC instalada, la cual fue llenada por un sustrato proveniente de un
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vivero de Atlacomulco, ciudad de México. Este sustrato fue elegido por su alto
contenido de materia organica (MO). Para el material vegetal, se usaron plantas de

Stevia rebaudiana provenientes del mismo vivero de Atlacomulco.
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Figura 3.1. Croquis del experimento. Distancia entre UE: 0.70 m?; Area total: 19.6 m2.

El modelo estadistico que se utilizé para este experimento fue (Ec. 3.1):

Dénde:

Yij= variable de respuesta.

U= Media general.

Ti= efecto del i-ésimo tratamiento.

Dj= efecto del j-ésimo dosis de 1 L de orina del ganado.

(TD)ij= efecto de i-ésimo y j-ésimo interaccion de tratamientos y dosis.
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Eij= j-ésimo efecto aleatorio ligado a i-ésimo UE o error experimental.

Por otro lado, los tratamientos evaluados fueron: (a) P-MFC-1* (testigo sin inocular),
(b) P-MFC-2 + orina de bovino, (c) P-MFC-3 + orina de caprino y (d) P-MFC-4 + orina
de ovino. Previa a la inoculacion, las P-MFC fueron operadas durante 15 dias hasta
que se estabilizo el sistema. En este periodo se procedio a la irrigacion de las plantas
con 2 L de agua doméstica cada 2 dias. Posteriormente, las P-MFC fueron inoculadas

con una dosis de 642.86 mL de orina.

3.2.4. Analisis quimico de las orinas

Se analiz6 la composicion quimica inicial y final de los tres tipos de orina utilizados en
este estudio. La Conductividad Eléctrica (CE) y el pH de las muestras se monitorizaron
72 horas desde la recolecciéon y 120 horas después de la inoculacion de las P-MFC
utilizando dos electrodos selectivos (COMBO pH y Medidor de CE de la marca HM
DIGITAL) con las siguientes caracteristicas: pH-80 para medir el pHy AP-2 para medir
la CE, respectivamente. Antes del experimento (i.e., un dia antes), se determiné la
composicién quimica (analisis inicial) de cada tipo de orina (i.e., orina fresca). Ademas,
se analizaron muestras de orina 43 dias después de la inoculacién de los reactores
(analisis final). Se determinaron los siguientes parametros: pH y CE; las
concentraciones de NH4*—N y PO43- se estimaron como se informé en otro lugar
(Clesceri et al., 1996). Mientras que las tasas de concentracion de N, P y K se
cuantificaron como se informé en otro lugar (Freguia et al., 2019). Ademas, el carbono

organico (CO) y la MO se determinaron mediante el método Walkley y Black.
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Finalmente, las bases intercambiables (K, Ca, Na y Mg) se estimaron por el método

del Acetato de Amonio 1N, pH 7.

3.2.5. Analisis fisicoquimico del sustrato

El andlisis quimico del sustrato se realizé en dos etapas del experimento: a) etapa
inicial (antes de configurar el experimento) y b) etapa final (después de la aplicacion
de la orina) para la reutilizacién de nutrientes. El pH y la CE (extracto de saturacion del
sustrato) se determinaron mediante el método de 1 g L~ a 20 °C; el porcentaje de MO
como se describe en otra parte (Dewis y Freitas, 1970); nitrato (NO3z—N) por la técnica
de nitracién con &cido salicilico (método colorimétrico) y ortofosfato (PO4—3-P) por la
técnica espectrofotométrica. Mientras que la capacidad de intercambio catiénico (CIC)

se midié por absorcion atomica (Slavin, 1978).

3.2.6. Adquisiciéon y calculos de datos de bioelectricidad

Al inicio de las pruebas, todas las P-MFC fueron operadas en circuito abierto (OC, por
sus siglas en inglés) durante 30 dias. El voltaje (V) fue monitoreado con un multimetro
digital (STEREN, Modelo: MUL-282, China) todos los dias a las 10 de la mafiana.
Posteriormente, se realizaron dos experimentos de polarizacion para seleccionar la
densidad de potencia maxima de los reactores P-MFC, la cual se realiz6 como se
describe en Logan y Regan (2006b). El primer experimento de polarizacion inicio
después de 15 dias del arranque del sistema, considerandose la aplicacion de
diferentes tipos de resistencias externas. Previamente a la aplicacion de los resistores

(cargas), se tomaron los valores de las mismas con el multimetro para asegurarse de
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sus rangos reales. Las cargas externas utilizadas en este estudio oscilaron en el rango
de 100 Q a 20 KQ. Se usaron 11 cargas externas diferentes por duplicado para obtener
el valor optimo de la potencia de las P-MFC. Los resistores se cambiaron cada 5 min
y se dejo un tiempo de equilibrio de 10 min entre cada medida. El segundo experimento
de polarizacion fue realizado 72 h después de la aplicacién de los tratamientos con
orina de las diferentes especies de animales. Posteriormente, empleando la Ley de
Ohm se calculé la corriente (I) en amperios (A) y la potencia (P) en watt (W). Los
valores de densidades de corriente (mA m—2/ mA m=3) y de potencia (MW m-2/ mW
m-3) se estandarizaron considerando el area de la superficie del &nodo (0.0693 m?) y

al volumen de la superficie del &nodo (0.0810 m?), respectivamente.

De acuerdo con los resultados de los experimentos de polarizacion, se conectaron los
electrodos anddico y catddico con la carga externa final de 470 Q a largo plazo (circuito
cerrado). Los datos de voltaje de la celda fueron monitoreados mediante el sistema
automatico de adquisicibn basado en un microcontrolador (véase el capitulo 2),
conectado a una computadora personal. El intervalo de tiempo de monitoreo fue de 15
min durante un periodo de 43 dias. Los datos obtenidos fueron transformados para su
andlisis de la misma forma a lo mencionado anteriormente. La produccion total de
bioelectricidad (Joules) fue calculada segun Helder et al. (2010); Apollon et al. (2020).
La humedad del sustrato fue monitoreada en el mismo intervalo de tiempo antes
mencionado con un sensor de humedad (Sensor Capacitivo Anticorrosivo Arduino,

KZRU25884, China).
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3.2.7. Andlisis estadistico

De los datos obtenidos, se realiz6 un analisis de varianza ANOVA) y la prueba de
Tukey (a = 0.05) para la comparacion de medias (P < 0.05) utilizando Minitab 2019.
Posteriormente, se utilizd el Software GraphPad Prism, Version 9.0.1 (151) para

graficar los datos de bioelectricidad.

3. 3. Resultados y Discusion

3.3.1. Monitoreo de pHy CE en las muestras de orina

Los resultados indicaron que los tres tipos de orinas se comportaron de manera
diferente con respecto a la CE y el pH durante el periodo de operacion de las P-MFC.
La Figura 3.2a representa la CE de las orinas (sin diluir) previo a la adicién. Se pudo
observar que la orina de ovino (P-MFC-4) y la de caprino (P-MFC-3) mostraron CE de
9.42 £+ 0.71 mS cmty 9.18 + 0.44 mS cm!, respectivamente. Mientras la orina de
bovino (P-MFC-2) tuvo una CE de 8.65 + 0.53 mS cm-L. Sin embargo, el agua de riego
(P-MFC-1* sin inocular) mostré una CE de 0.96 + 0.06 mS cm-1. Zang et al. (2012)
reportaron CE de 8.43 mS cm-ty 8.24 mS cm~! en orina humana fresca y pretratada
después de inocular un sistema de MFC, respectivamente. Estos valores son mas
bajos de un 10.5 % y 12.52 % en comparacion a los encontrados en este experimento,
usando orinas de ovino y de caprino almacenadas 72 horas previo a la adicién en las

P-MFC, respectivamente.
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En estudios anteriores, valores de pH similares de orinas frescas han sido reportados:
(i) orina de bovino (You et al., 2016; Tang et al., 2015) y (ii) orina humana (leropoulos
et al., 2012), respectivamente. En la Figura 3.2b se observa el pH obtenido de los
diferentes tipos de orinas aplicadas en este estudio. Los valores registrados en los tres
tipos de orina sin diluir fueron: (a) 8.80 £ 0.17 (P-MFC-4), 8.80 = 0.1 (P-MFC-3), 8.83
+ 0.05 (P-MFC-2) y 8.2 + 0.23 para el control (P-MFC-1%*), respectivamente. Por otro
lado, la Figura 3.2c indic6 el monitoreo de CE en las orinas después 57 dias de
inoculacion, donde la orina de ovino (P-MFC-4) mostré una CE mas alta con un valor
de 10 £ 0.76 mS cm=; y en el mismo periodo alcanz6 un pH de 9.03 + 0.51 (Figura
3.2d). En estudios previos, se han reportado valor mas alto (71.41 %) de la CE en orina
de bovino ureolizada. La CE reportada fue de 39 mS cm-1, la cual tenia un pH de 9.2

(Dai et al., 2014).

En otros trabajos, valores de pH similares (9.2) fueron logrados al utilizar orina humana
para la recuperacién de nutrientes y generacién de electricidad (Liu et al., 2008, You
et al.,, 2016). La orina fue adicionada durante horas en el sistema de celda de
combustible microbiana. Estos valores encontrados coincidieron con lo reportado en
este estudio. Segun Udert et al. (2003), la hidrélisis de urea por microorganismos
ubicuos aumenta naturalmente el pH de la orina. Probablemente, los microorganismos
electrogénicos presentes en las MFC juegan también un papel crucial en la hidrolisis
de la urea (You et al., 2016). Se reportd una CE de 12.3 mS cm-, la cual fue 18.69 %
mas alta en comparacion a la CE de la orina de ovino reportada en este estudio

después de 1368 horas (57 dias) de la adicion en la P-MFC (You at al., 2016).
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Figura 3.2. El pH y la CE de la orina durante la primera etapa del experimento. CE (a)
y pH (b) 72 horas antes de la inoculacion; CE (c) y pH (d) 120 horas después de la

inoculacion.

3.3.2. Cantidad de nutrientes

La composicién quimica de los tres tipos de orina empleados en este experimento se
encuentra en el Cuadro 3.1. Se observé un aumento significativo tanto en el pH, asi
como en la CE de la orina de los tres tipos de animales domésticos. La CE de la orina
de cabra aument6 76.64% (39.3 mS cm™1) con un pH de 7.03. Seguido por la orina de
oveja indicando un incremento de la CE de 61.7% (24.6 mS cm~1) con un pH de 9.03;
y la orina de bovino alcanzando un aumento la CE de 48.47% (12.75 mS cm-1) con un
pH de 7.41, respectivamente. Se puede observar que la orina de bovino y cabra mostré

un pH similar (neutro), lo que es ideal para un mejor crecimiento bacteriano. El Cuadro
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3.1 muestra las concentraciones de nitrégeno tanto en forma de amoniaco (NH4*—N)
como de nitrato (NOs™—N) y P (forma de fosfato) que se encuentran en cada tipo de
orina. La concentracion mas alta de NH4*—N fue hallada en la orina de oveja fue 407 £
4.12 mg L% que fue mayor en un 18.91% en comparacion con la concentracion de
nitrégeno amoniacal (330 mg L) reportada en otro estudio con orina de bovino (Dai
et al., 2014). Mientras que, la orina de cabra y orina de bovino presentaron
concentraciones de 323 +12.4mg L'y 196 + 10.1 mg L-* de NH4*—N, respectivamente.
Por tanto, la orina de cabra mostré6 mayor concentracion de NO3~—N (7306 + 26.1 mg
L-1); seguida por la orina de bovino con una cantidad de 3401 +19.2 mg L~y orina de
oveja con una concentracion de 504 + 3.51 mg L1, respectivamente. Para PO4%, la
tasa de concentracidn mas alta se encontrd en la orina de oveja con un valor de 23.0
+ 1.09 mg L-L. Este valor fue menor (87.07%) en relacién con la concentraciéon de P
(178 mg L1) reportada en un sistema de recuperacion de foésforo (uredlisis microbiana)
usando orina catalizada por agua de mar (Tang et al., 2015). Ademas, la orina de cabra
presentd un mayor porcentaje de MO (1.82 + 0.6%) y CO (1.058 + 0.1%) en
comparacion con los otros tipos de orina utilizados en este estudio. Finalmente, los
resultados indicaron cantidades de K de 1200 + 6.7 y 1180 + 14.35 mg L~ en muestras

de orina de oveja y cabra, respectivamente (Cuadro 3.1).

Por otro lado, el Cuadro 3.2 muestra un aumento significativo en la composicion
qguimica de las tres diferentes muestras de orina de animales domésticos. Estos
resultados se lograron en la etapa final de este estudio. La CE y el pH han aumentado
un 84.18 % (80.6 mS cm1) y 19.71 % (9.23), respectivamente, para la muestra orina

de bovino. Este incremento fue mayor con respecto a los demas tipos de muestras.
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Los resultados también indicaron que la concentracion de NH4*—N aumentdé en un
94.68 % (3690 + 21.3 mg L1); fue el valor mas alto obtenido en comparacién con las
muestras de orina de oveja y de cabra. Sin embargo, para la concentracion de NO3™—
N, la muestra de orina de cabra mostré6 mayor rendimiento de 7608 + 27,17 mg L
(aumento del 3.96 %). Los resultados anteriores son superiores a los encontrados por
Sharma y Mutnuri (2019) usando orina humana sin diluir en una camara doble de placa
MFC. Ellos reportaron concentraciones de NHa y NOs de 674 £ 23 mg Lty 246 + 42
mg L1, respectivamente. La muestra de orina de bovino mostré un aumento de 98.70
% de PO43 en este estudio. Ademas, se obtuvo un incremento de 33.33 % en la
concentracion de K para la misma muestra de orina de bovino. Seguido de la muestra
de orina de oveja con un aumento del 1.67 %. Sin embargo, en la orina de cabra no
se observo ningun aumento, es decir, indicé el mismo valor en las dos etapas del

experimento (Cuadro 3.2).

El aumento del pH en todas las muestras de orina se debe a la conversién de N a NHs
en el camara de catodo. Para el tratamiento eficaz de la orina mediante sistemas
bioelectroquimicos, se deben tenerse en cuenta varios factores. Estos incluyen el pH
de la muestra, la tasa de carga organica, y también la capacidad de los
microorganismos para degradar la materia organica (Sharma y Mutnuri, 2019). En
resumen, un pH alcalino facilita la reduccidon de oxigeno, pero un pH neutro permite el

crecimiento bacteriano 6ptimo (Rozendal et al., 2006).

La orina de ganado es una fuente de fertilizaciébn sostenible y confiable en la
agricultura, debido a su alta concentracion de nitrégeno (N) total, ademas de otros

elementos esenciales como P y K que la planta necesita para su crecimiento. Hoy en
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dia, la orina del ganado se convierte en una fuente ideal del ciclo del N en los sistemas
agricolas. Por lo tanto, la cantidad de N (a partir la orina del ganado) que vuelve al
suelo en forma de urea es aproximadamente de 125-250 kg ha! afio-! (Whitehead et
al., 1986). Se informo6 que la proporcion de urea en la orina de oveja y la orina de
bovino varia entre el 25 %y el 90 %, respectivamente (Lantinga et al., 1987). Las tasas
de concentracion de N, P y K encontradas en este estudio indicaron que el uso de los
tres diferentes tipos de orina en P-MFC es factible y representa una fuente sostenible

de nutrientes para las plantas.



Cuadro 3.1. Analisis quimico inicial de las muestras de orina.

100

Parametros Orina de Orina de Orina de

bovino * DE cabra *DE oveja * DE
pH 7.41 7.03 9.03
CE (mS cm?) 12.75 39.3 14.6
Na (mg L1) 64 bc 5.2 260 b 5.6 305 bc 3.63
K(mg L) 1000 ab 3.65 1200 ab 6.7 1180 a 14.35
Ca(mg L) 12.0 cd 0.03 53.1¢c 1.4 20c 0.01
Mg (mg L1) 300 b 12.5 560 b 14.7 1100 a 6.96
NOs—N (mg L) 3401 a 19.2 7306 a 26.1 504 ab 3.51
NH4*-N (mg L1) 196 b 10.1 323 b 12.4 407 bc 4.12
PO43 (mg LY) 2.0d 04b 5.0 bc 0.1 23.0 cd 1.09
CO (%) 0.283 e 0.04 1.058 c 0.1 0.58d 0.17
MO (%) 0.48¢e 0.04 182c 0.6 0.09d 0.01

DE= Desviacion estdndar. CO = Carbono organico y MO = Materia organica. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey,

p<0.05).
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Cuadro 3.2. Analisis quimico final de las muestras tras la inoculacion de los reactores.

Parametros Orina de Orina de Orina de

bovino * DE cabra * DE oveja * DE
pH 9.23 9.2 9.57
CE (mS cm™) 80.6 43.4 24.6
Na (mg L) 1601 bc 23 615b 13.24 1402 a 16.7
K (mg L) 1500 cd 15.6 1200 ab 6.7 1200 ab 14.6
Ca(mg L) 12.0 de 3.0 78.2 cd 2.06 40cd 0.02
Mg (mg L1) 6450 a 32.6 607 bc 15.93 2100 a 13.3
NOs—N (mg L 1) 1705 bc 8.8 7608 a 27.17 560 bc 3.9
NH4*=N (mg L1) 3690 ab 21.3 495 c 19.0 680 bc 6.9
PO43-(mg L) 154 d 7.2 7.23d 0.14 40.0 c 1.9
CO (%) 0.919e 0.08 1.68d 0.15 0.170d 0.05
MO (%) 158 e 0.21 2.0d 0.65 0.29d 0.07

DE = Desviacién Estdndar. CO = Carbono orgénico y MO = Materia organica. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey,
p<0.05).
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3.3.3. Parametros fisicoquimicos del sustrato

Los resultados fisicoquimicos de la etapa inicial del estudio indicaron que el sustrato
present6 un porcentaje de MO de 5.6 %, un pH de 7.56 y una CE de 1.41 mS cm~!
(Cuadro 3.3). Las tasas de concentracion de nutrientes disponibles en la muestra de
sustrato fueron 194.828 mg L-* de NOz— N, 8.813 mg L de PO4*>— P y 70.025 mg
L1 de K, respectivamente. La CIC del sustrato antes de su uso fue de 14.76 mEq /100
g de suelo, la cual se encontraba en el rango apropiado (FAO, 2018). Después de la
inoculacion de los reactores (etapa final del experimento), se observé un aumento de
los parametros fisicoquimicos del sustrato. Sin embargo, se observé una ligera
disminucion del pH en cada sustrato que contenia las P-MFC instaladas. La P-MFC-4
indicé CE y CIC mas altas de 18.10 mS cm- (mejora del 92.15 %) y 181.60 mEq L
(mejora del 91.87 %), respectivamente (Cuadro 3.3). El menor incremento lo presento
P-MFC-1* (sin tratamiento), logrando valores de CE de 5.18 mS cm! (72.58 %) y CIC

de 52.75 mEq /100 g de suelo (72.01 %), respectivamente.

Para las tasas de concentracion de nutrientes en el sustrato, se not6 un aumento
significativo luego de aplicar los diferentes tipos de orina. La muestra de P-MFC-4
inoculada con orina de oveja mostré mayor contenido de NOs~ con un valor de
4802.520 mg L1, y PO43*—P de 1.945 mg L. Seguida por las muestras de P-MFC-3
(con orina de cabra), P-MFC-2 (con orina de bovino) y P-MFC-1* (sin inoculacién);
alcanzando concentraciones de NOsz~ de 1978.606, 697.934 y 666.004 mg L1,
respectivamente. El aumento de NO3~ observado en este estudio podria deberse a
diversos aspectos como el tipo de sustrato, concentracion de CO2, cantidad de MO

contenida en el sustrato, etc. (Schleppi et al., 2019). En otros lugares, se ha encontrado
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una mayor disponibilidad de NOs~ en suelos ubicados debajo de arboles, que fueron
sometidos a un tratamiento con CO:2 (Schleppi et al., 2012). En este caso, también se
observd un aumento en la mineralizacion y nitrificacion del nitrégeno en el suelo. La
descomposicion acelerada de la MO en el suelo conduce directamente a la liberacion
de nutrientes minerales (Kuzyakov, 2010). Segun Nie et al. (2013), una alta
concentracion de CO:2 en el suelo permite una mayor liberacion de exudados
(rizodepdsitos) por parte de las raices de las plantas. Desafortunadamente, en nuestro
estudio, no pudimos determinar la cantidad de CO:2 presente en el sustrato. Sin
embargo, con base en lo anterior, se puede argumentar que el CO2 es uno de los
factores que influyen en el aumento de NOs~ en este estudio. Ademas, Stevia
rebaudiana extrae altos contenidos de N, P, K (requerimiento) anualmente en el suelo.
Por ejemplo, extrae 162 kg ha! de N para la produccién de 2500 kg de biomasa seca
(hojas secas) (Clementelli y Zevallos, 2009). Pero, el requerimiento de N varia
dependiendo de la cantidad de biomasa producida. Es importante mantener
adecuadamente la concentracion de este elemento en el suelo cuando se utiliza esta

especie de planta.

Por otro lado, las muestras de P-MFC-2 y P-MFC-4 mostraron tasas de concentracion
de PO43— P de 1.945 mg L%, las cuales resultaron ser iguales en comparacion con las
otras muestras de P-MFC analizadas en este estudio (Cuadro 3.3). Esta disminucién
de fosfato se debe a su alta actividad quimica, asi como a su alta demanda. EI P es
crucial para la actividad metabdlica de cualquier organismo vivo. Por ejemplo, tanto los
microorganismos del suelo como las plantas normalmente reciben P de las formas

inorganicas mas disponibles, es decir, PO43-; por tanto, la estabilizacién de P depende
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de la complejidad del elemento de union (Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013). La
muestra de P-MFC-4 indic6 un aumento del 88.21 % de K; seguida por la P-MFC-3
con un incremento del 81.50 %, P-MFC-2 con un incremento del 50.01 % y P-MFC-1*
alcanzando un incremento del 3.81 %, respectivamente. Mientras que se observé una
disminucién del 37.32 % (de 5.60 a 3.51 %) de MO en la etapa final del experimento.
Esta disminucion podria atribuirse al consumo acelerado de MO por microorganismos

electrogénicos presentes en la superficie de P-MFC inoculada con orina de oveja.

Cuadro 3.3. Composicion quimica del sustrato antes y después de la aplicacion

de los tratamientos.

Analisis final del substrato después de la

Parametros Analisis inoculacién de los reactores con orina
inicial P-MFC-1* P-MFC- P-MFC-3 P-MFC-4
2
pH 7.56 7.39 7.25 7.26 7.29
MO (%) 5.60 5.01 4.67 4.58 3.51
CE (mS cm™?) 1.42 5.18 6.12 8.95 18.10
NOs~ (mg L?) 194.828 666.004 697.934 1978.606 4802.520
PO43—P (mg L) 8.813 1.819 1.945 1.662 1.945
K (mg L?) 70.025 72.800 140.088 378.547  594.407
CIC (mEq/100 g de 14.76 52.75 62.84 90.56 181.60
suelo)

Nota: Datos obtenidos de una muestra por tratamiento.
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3.4. Rendimiento de bioelectricidad

3.4.1. Circuito abierto

Los resultados indicaron un comportamiento similar en todas las P-MFC con respecto
a la produccion de voltaje promedio del dia primero al dia 6 de la puesta en marcha de
las P-MFC (Figura 3.3). Sin embargo, el dia 7 la producciéon disminuy6 (10.74 %), luego
empezd a incrementarse (11 %) a partir del dia 8. Posteriormente, el sistema se
estabilizé, y el dia 13 se observo que el voltaje se incrementoé de 45 %. Se ha reportado
un comportamiento similar de P-MFC en otra parte, usando orina humana como
tratamiento para incrementar la produccién de electricidad (Simeon et al., 2020). Dicho
comportamiento fue registrado antes de inocular las P-MFC con orina. Esto se debe a
gue las condiciones de funcionamiento y la comunidad bacteriana de las P-MFC fueron
semejantes (Simeon et al., 2020). En la Figura 3.3, se pudo observar que la P-MFC-4
logré el pico méas alto de voltaje promedio de 654.4 + 0.14 mV el dia 24, después de
aplicar la orina de ovino. Mientras, la P-MFC-3 (inoculada con orina de caprino)
presentd un valor promedio de 556 + 0.02 mV, 48 h de la aplicacién de las orinas (dia
23). Por otra parte, la P-MFC-2 tratada con orina de bovino alcanzé un voltaje promedio
de 499 + 0.09 mV el dia 26. El valor minimo (332.4 + 0.02 mV) lo present6 la P-MFC-

1* (control) al dia 25 del experimento.

Gajda et al. (20202) reportaron el rendimiento de voltaje de 750 mV al utilizar orina
humana como subproducto de electricidad en una celda de combustible microbiana

(MFC) para la inactivacion de especies patdgenas. Este rendimiento fue logrado a los
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7 dias de operacion de las MFC. Este resultado fue mas alto de un 12.74 %, 15.12 %
y 40.10 % en comparacion a los reportados en este experimento cuando se aplicaron
orina de ovino, de caprino y de bovino, respectivamente en las P-MFC. Se puede
argumentar que la diferencia entre ambos experimentos se debe primero al periodo en
el que se registré el rendimiento, luego a los tipos de materiales usados para la
configuracion de los sistemas. En este estudio, se registro el voltaje 72 h (3 dias)
después de aplicar los tratamientos. Sin embargo, en otros estudios valores de voltaje
mas bajos (57.21 % y 46.51 %, respectivamente) fueron reportados en sistemas de
MFC inoculados con orina. Asi, Cid et al. (2018) lograron rendimientos entre 280 mV
y 350 mV usando orina en un entorno semicontrolado para generar electricidad. Por
otro lado, Kumar et al. (2020) al probar una P-MFC similar (cantarito) en un campo de
arroz para recuperar nutrientes, energia y agua, reportaron un rendimiento de 321.7
mV (a una temperatura de 32.9 °C); el cual fue mas bajo (50.84 %) de lo alcanzado en

este estudio.

El rendimiento de una P-MFC depende de diversos factores tales como: la
temperatura, la radiacion solar, los tipos de materiales anddico y catodico utilizados; y
también el tiempo de operacion del sistema. También, se han estudiado el efecto del
dia y la noche sobre el proceso de rizodeposicion de las plantas usadas en sistemas
bioelectroquimicos (Bombelli et al., 2013; Kuzuma et al., 2013). Dicho efecto influye
mucho en la generacién de electricidad. Mogsud et al. (2015) al investigar la planta de
arroz, observaron que la radiacién solar y la temperatura influyen en la generacion de
bioelectricidad. Estos dos factores son dificiles de evaluar al mismo tiempo. En este

experimento todas las P-MFC fueron operadas en campo abierto.
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Figura 3.3. Salida de voltaje durante el periodo de inicio de operacion de las P-MFC.
La flecha punteada de color rojo indica la estabilizacion del sistema y la de color negro

representa la aplicacion de los tratamientos con orinas del ganado.

3.4.2. Experimentos de polarizacion

Las curvas de polarizacién en la Figura 3.4a indicaron que el valor de voltaje promedio
en circuito abierto fue 586 + 0.09 mV para la P-MFC-4. Mientras la P-MFC-3 alcanz6
un valor promedio de 469 + 0.02 mV, seguida por la P-MFC-2 (327 £ 0.04 mV) y la P-
MFC-1* (110.5 £ 0.00 mV), respectivamente. La corriente més alta lograda en
cortocircuito fue de 0.28 = 0.14mA (en P-MFC-4), mientras que el punto maximo de la
potencia fue de 0.14 £ 0.08 mW (valor bajo) y, que corresponde a una densidad de
potencia promedio de 0.91 * 0.46 mW m-2 (Figura 3.4b). Estos resultados fueron
logrados antes aplicar los tratamientos. La densidad de potencia maxima lograda en

otra parte (Simeon et al., 2020) previo a la inoculacién de una MFC con orina fue de
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84.056 mW m-? (en curva de polarizacion); y a una densidad de corriente de 215.53
mA m-2. Estos rendimientos fueron mas altos de un 98.91 % en comparacién a los
encontrado en este estudio previo a la aplicacion de los tratamientos con orina del
ganado. El rendimiento bajo logrado en este primer experimento de polarizacion fue

debido a que el sistema no se habia estabilizado para este periodo de operacion.
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Figura 3.4. (a) Curvas de polarizacion y (b) curvas de densidades de potencia antes

de aplicar los tratamientos con orinas.

La Figura 3.52 representa las curvas de polarizacién obtenidas 72 h después de aplicar
los tratamientos. Se observa que hubo diferencia entre los tratamientos con respecto
a la generacion de bioelectricidad. Las P-MFC-4 (inoculada con orina de ovino) indico
el OCV méaximo con un valor 554 + 0.09 mV en contraste con los demas tratamientos;
a una densidad de corriente promedio de 7.11 + 3.63 mA m~2 por area de crecimiento
de la planta (PGA, por sus siglas en inglés). Mientras que la P-MFC-3 (tratamiento con
orina de ovino) alcanz6 una densidad de corriente de 5.89 + 3.89 mA m=2 (PGA) y la
P-MFC-2 (tratamiento con orina de caprino) mostré un valor de 2.31 + 1.22 mA m2
(PGA), respectivamente. Sin embargo, el valor promedio mas bajo de la densidad de
corriente (1.53 + 0.9 mA m-2) lo present6 la P-MFC-1* (control) sin tratamiento. Simeon

et al. (2020) obtuvieron una densidad de corriente de 261 mA m—2, 24 horas después
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de la primera aplicacion de la orina a una celda de combustible microbiana. Pero, al
dia 21 de la aplicacion inicial se logré una densidad de potencia promedio de 70.75

mW m-2, la cual disminuyé a 93.62 % (4.508 mW m-2) en el mismo periodo.

En estudios previos, los datos de polarizacion indicaron voltaje en circuito abierto de
579 mV (Gajda et al., 2020b). En un reactor inoculado con orina se logré un voltaje de
20 mV a una corriente de 280 mA. Se han reportado densidades de potencia
volumétricas de 21.1 W m= (21100 mW m=3) y 11.9 W m=3 (11900 mW m-3),
respectivamente. Esto equivale a un mejoramiento de 70 % en cuanto a la potencia de
salida. Estos resultados fueron mas altos de 99.99 % con los reportados en este

estudio (véase el Cuadro 4).

Por otro lado, la densidad de potencia maxima promedio de 2.00 + 1.85 mW m-2 (PGA)
fue lograda en la P-MFC-4 (Figura 3.5b). Mientras, el valor minimo de la densidad de
potencia (0.01 + 0.00 mW m-2) fue obtenido en la P-MFC-1* (control). De lo anterior,
se pudo confirmar que las orinas mejoraron la produccion de bioelectricidad de un
95.45 %. Kumar et al. (2020) reportaron densidades de potencia diferentes a las
encontradas en este estudio, cuando los reactores fueron inoculados por los tres tipos
de orinas. Al realizar las curvas de densidades de potencia, lograron valores de 9.1
mW m-2y 16.8 mW m-2 utilizando dos tipos de reactores P-MFC, Tipo 1 (horizontal) y

Tipo 2 (vertical), respectivamente.

En otros estudios de polarizacion, se encontraron densidades de potencia maxima de
6.60 MW m-2 en ecosistema semiarido (Apollon et al., 2020), mientras que Kaku et al.

(2008) hallaron una densidad de potencia de 6 mW m-2 en condiciones de inundacion.
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Ademas, en un campo de arroz (asistido con un catodo de algas verde azulado),
Srivastava et al. (2019) reportaron resultados diferentes con respecto a la curva de
polarizacién; al lograr una densidad de potencia maxima de 29.78 mW m=y una
densidad de corriente de 610 mA m=2 por el volumen de la superficie del &nodo. Estos
rendimientos alcanzados fueron mas altos en comparacion a los encontrados en este
experimento (Cuadro 4). Anteriormente, Liu y Logan (2004) reportaron valores de
densidades de potencia mas altas (28 + 3 mW m-?y 146 + 8 mW m-2, respectivamente)
utilizando aguas residuales como sustrato en un Unico sin membrana camara MFC.
Posteriormente, Heilmann y Logan (2006) lograron resultados similares en una MFC
de camara unica (SCMFC) que utiliza proteina como sustrato. En otra parte, se han
informado densidades de potencia bajo de un 75 % para una celda de combustible
microbiana de camara unica (SCMFC, por sus siglas en inglés) utilizando lixiviado de
un vertedero (Greenman et al., 2009). El funcionamiento de una SCMFC a mayor
escala usando diferentes inoculantes y sustratos, influyé en el rendimiento de su

densidad de potencia (Simeon et al., 2020).
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Figura 3.5. (a) Curvas de polarizacién y (b) densidades de potencia 72 h después de

aplicar los tratamientos con orinas.
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La generacion de bioelectricidad aumentd significativamente (P < 0.05) durante el
tercer experimento de polarizacion (Figura 3.6a y Cuadro 3.4). Se observé que el
reactor P-MFC-4 inoculado con orina de oveja logro el rendimiento de bioelectricidad
mas alto en este estudio. Este reactor mostré6 un aumento del 68.25 % en el voltaje
promedio (de 586 + 19.9 mV a 1846 + 22.09 mV) en relacion con las otras P-MFC
evaluadas en este estudio. El voltaje promedio mas bajo fue mostrado por P-MFC-1*
(sin inoculacién) con un valor de 680 + 1.09 mV. La densidad de potencia promedio
mas alta (pico mas alto) de 59.81 + 1.85 mW m~2 se obtuvo en este reactor (con un
aumento de 98.47%), con una densidad de corriente promedio de 213.50 + 3.63 mA
m~2 (Figura 3.6b). Seguido por el reactor P-MFC-3 (inoculado con orina de cabra)
alcanzando una densidad de potencia de 45.83 + 1.29 mW m-? (aumento del 98.79%);
y el rendimiento de la densidad de corriente para este periodo fue de 176.84 + 3.89
mA m—2. Sin embargo, entre los reactores P-MFC-2 y P-MFC-1*, no hubo diferencias
significativas (P > 0.05) para el parametro de densidad de potencia (ver Cuadro 3.4).
Kumar et al. (2020) cuando realizaron el experimento de curvas de densidad de
potencia, alcanzaron valores de 9.1 mW m—2y 16.8 mW m-? utilizando dos tipos de
reactores (C-MFC), Tipo 1 y Tipo 2, respectivamente. Estos resultados fueron
inferiores a los encontrados en P-MFC-4 y P-MFC-3, por lo tanto, la densidad de
potencia alcanzada en el reactor Tipo 1 coincidié con la encontrada en la P-MFC-1*

evaluada en el tercer experimento de polarizacion.

Previamente, Liu y Logan (2004) reportaron densidades de potencia de 28 + 3 mW m-2
y 146 + 8 mW m~2, respectivamente; mediante el uso de un MFC con camara Unica

(SC-MFC) operando en aguas residuales. Posteriormente, Heilmann y Logan (2006)
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lograron resultados similares en un SC-MFC que utiliza proteina como sustrato. En
otros estudios, se han reportado densidades de potencia bajas del 75 % para un SC-
MFC que utiliza lixiviados de un vertedero (Greenman et al., 2009). El funcionamiento
de una SC-MFC a gran escala utilizando diferentes inoculantes y sustratos influye en
su rendimiento de densidad de potencia (Simeon et al., 2020). En este estudio, también
se tomd en cuenta de la densidad de potencia volumétrica. A continuacion, se discutan

los resultados encontrados en comparacion con los reportados en otros estudios.

Srivastava et al., (2019) informaron una densidad de potencia volumétrica maxima con
un valor de 29.78 mW m-2 para una densidad de corriente de 610 mA m-3 con respecto
al experimento de polarizacion. Este resultado fue menor de 41.80 % y 24.04 % en
comparacién con los encontrados en las P-MFC-4 y P-MFC-3, respectivamente
(Cuadro 3.4). Sin embargo, éste fue mayor de 65.71 % y 62.24 % en comparacion con
los alcanzados en P-MFC-2 y P-MFC-1*, respectivamente. Recientemente, en un
reactor inoculado con orina humana, se lograron densidades de potencia volumétrica
de 21100 mW m=3 (21.1 W m-3) y 11900 mW m-3 (11.9 W m-3) (Gajda et al., 2020b).
Esto equivale a una mejora del 70 % en la produccion de energia utilizando orina
humana. Estos valores fueron 412 y 232 veces superiores a los reportados en las P-
MFC-4 y P-MFC-3 evaluadas en este experimento. Esta diferencia podria atribuirse a
los tipos de materiales utilizados, asi como a los tipos y dosis de orina aplicada en

cada experimento.
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Cuadro 3.4. Rendimiento de polarizacion de los reactores P-MFC inoculados.

Tratamientos

Parametros P-MFC-1* P-MFC-2 P-MFC-3 P-MFC-4
Voltaje (V) 0.064 + 0.01c 0.251 £ 0.09b 0.640 = 0. 35a 0.772 +0.91a
[ (mA) 593+0.04Db 8.97 £ 0.60 ab 12.25+ 0. 27a 14.76 £ 0. 25a
P (mWw) 0.38+0.02c 2.18 £0.31 bc 7.84 = 1.00ab 11.390 + 2.01a
DI (mA m-?) 85.62+0.09c 129.46+122b 176.84+3.89ab 213.50 + 3.63a
DP (mWm-%) 10.70+0.80b 11.94+0.20b  45.83+ 1.29ab 59.81 + 1.85a
DI (mA m-3) 73.26+25Db 110.76 £33 b  151.30 +40.3ab 182.66 +61.11a
DP (mW m-3) 9.16+06Db 10.21+0.55 b 39.21 £ 3.11ab 51.17 +5.01a

Datos medios obtenidos de cinco reactores. Las medias con la letra diferente son significativamente
diferentes (p < 0.05). Nota: I = Corriente; P = Potencia; DI = Densidad de corriente y DP = Densidad de
potencia.

P-MFC-1* -5-P-MFC-2 -+-P-MFC-3 -+P-MFC-4

P-MFC-1* -&-P-MFC-2 -+-P-MFC-3 ~-P-MFC-4
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Figura 3.6. (a) Curvas de polarizacion y (b) curvas de densidades de potencia 24

horas antes del funcionamiento de los P-MFC en circuito cerrado.
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3.4.3. Circuito cerrado

El rendimiento de los reactores P-MFC en operacion a largo plazo fue evaluado
durante 43 dias. La generacion de bioelectricidad fue afectada positivamente después
de aplicar los tratamientos con orina en las P-MFC (Cuadro 3.5). Se pudo observar un
comportamiento diferente entre los P-MFC con relacion a la recuperacion de energia.

El voltaje de la celda aument6 de un 68.16 % en este experimento.

Cuadro 3.5. Rendimiento promedio de generacion de bioelectricidad en circuito

cerrado.

Tratamientos
Parametros P-MFC-1* P-MFC-2 P-MFC-3 P-MFC-4
Voltaje (mV) 722.2+148b 1392 +476.51 a 1740 £+ 0.00a 1294 +273.09 a

I (mA) 4.04+1.84 ab 4.42 +2.57 ab 6.44 +0.00 a 243+048b
P (mWw) 3.21£0.96 ab 296+ 1.01ab 3.70+0.00 a 2.04+£1.12b
DI (mA m-?) 56.48 + 20.14bc  74.36 +27.20ab 77.45+0.24a 28.39+14.24c
DP (mWm-?) 37.04+3.84ab 42.79+14.62ab 46.97+£0.67 a 19.28+1.97Db
DI (mA m-3) 48..66 £19.18 bc 55.66 +32.67ab 72.40+0.45a 30.07+16.44c

DP (mW m-3) 45.33+18.10a 36.56+12.51 a 39.55+£0.00a 25.11+13.87hb
Datos medios obtenidos de cinco reactores. Las medias con la letra diferente son significativamente
diferentes (p < 0.05). Nota: I = Corriente; P = Potencia; DI = Densidad de corriente y DP = Densidad de
potencia.

La Figura 3.7a muestra la generacion de bioelectricidad obtenida en la P-MFC-1*
(control) sin inocular. Se apreciéo una tendencia similar del dia uno al dia 13 de
operacion del sistema, donde alcanz6 una densidad de corriente de 0.45 + 0.16
mAm-2. Posteriormente, el dia 14 se incrementd de un 98.44 % (primer pico); y luego

disminuyo6 84.27 % el dia 15. Mientras que, el dia 16 se obtuvo un mejoramiento de
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91.41 % de la densidad de corriente promedio alcanzando un pico de 56.48 + 20.14
mA m—2 (4.04 + 1.84 mA); y la densidad de potencia maxima promedio logrado en la
P-MFC-1* fue de 37.04 + 3.84 mW m-2 (3.21 + 0.96 mW), cuando el sustrato contenia
100 % de humedad (Figura 3.8a). Una densidad de potencia diaria maxima de 9.6 mW
m-2 fue reportada en P-MFC triplicadas (en campo de arroz) (Sudirjo et al., 2019), la
cual fue 74.08 % mas bajo que la densidad de potencia maxima promedio alcanzado
en la P-MFC-1*. Ambos sistemas de P-MFC tuvieron la misma configuracién. Luego,
los dias 19 y 26 se observo una disminucién de la densidad de corriente de un 46.06
% y de un 49.15 %, respectivamente en la P-MFC-1*. Sin embargo, la generacion de
bioelectricidad se mantuvo constante del dia 26 al 43 (etapa final del experimento).
Durante este periodo se registr6 una disminucién de 63.64 %. Por otro lado, la
densidad de potencia reportada en una celda de combustible microbiana, incrustada
con Spartina anglica (planta Cs) operada durante un periodo de 119 dias (Timmers et
al., 2010), fue mayor (62.96 %) en comparacion con el rendimiento promedio

alcanzado en las P-MFC-1*.

En la Figura 3.7b se obtuvo la densidad de potencia maxima promedio de 42.79 +
14.62 mW m— (2.96 + 1.01 mW), a un nivel de densidad de corriente promedio de
74.36 + 27.20 mA m—2 (4.42 + 2.57 mA). Este rendimiento se alcanz6 el dia cuatro de
operacion de la P-MFC-2 (inoculada con orina de bovino), con una humedad relativa
del sustrato de 100 %. Previo a la obtencién del pico méas alto de la densidad de
potencia, esta se quedd muy estable del dia uno al dia cuatro de la puesta en marcha
del sistema. La generacion de electricidad y la humedad de sustrato se comportaron

de manera diferente del inicio de funcionamiento de la P-MFC-2 hasta el final del
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experimento (Figura 3.8b). El dia 5, se aprecioé una caida considerable de 97.22 % en
relacion con la produccién de bioelectricidad, la cual se mantuvo estable hasta el dia
14. Por otro lado, el dia 16 se observo un incrementé de 85.59 % logrando una
densidad de potencia maxima promedio de 14.30 + 5.23 mW m~2; y una densidad de
corriente promedio de 19.58 + 6.68 mA m~2 durante el mismo periodo. Luego, se noto
una produccion estable del dia 20 al dia 37 y del dia 40 al dia 43 (etapa final del

experimento).

El mejor rendimiento fue encontrado en los reactores inoculados con orina de caprino
(Figura 3.7c), los cuales mostraron una densidad de potencia promedio de 46.97 £
0.67 mW m-2 (3.70 + 0.00 mW) y una densidad de corriente promedio de 77.45 + 0.24
mA m-2 (el dia 38). En la Figura 3.8c se pudo observar un comportamiento casi similar
entre la humedad del sustrato y la densidad de potencia durante la operacion a largo
plazo. El pico mas Del dia 1 al dia 9 se aprecié una ligera disminucion (3.89 %) de la
corriente, la cual fue muy estable; y luego disminuy6é de un 68.70 % el dia 10 de
operacion de la P-MFC-3. Sin embargo, el mismo dia 10 se estimé un incremento de
un 67.56 %. Posteriormente, se obtuvo un decrecimiento de 75 % el dia 31; y el dia 32
regreso a ser estable hasta la etapa final del experimento. Mientras que las P-MFC-4
inoculadas con orina de ovino mostraron comportamiento diferente con respecto al
rendimiento de bioelectricidad (Figura 3.7d). Se noté un comportamiento similar del dia
16 al dia 27 de operacion de los reactores P-MFC-4. Luego, se obtuvo el pico mas alto
con relacion a la densidad de potencia el dia 35, alcanzando un valor de 19.28 + 1.97
mW m-2(2.04 + 1.12 mW) para una densidad de corriente de 28.39 + 14.24 mA m—2.

Cabe sefnalar que este valor fue hallado cuando el sustrato alcanzaba su humedad
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maxima (Figura 3.8d). La humedad del sustrato no influyé tanto en el rendimiento de
la produccion de bioelectricidad con este reactor. Para la operacion a largo plazo se

logro un rendimiento menor de un 47.94 % en comparacion a la P-MFC-1* sin inocular.



118

Densidad de potencia (mW m—z) —— Densidad de potencia (mW m—z)
+~ Densidad de corriente (mA m-2 —— Densidad de corriente (mA m-°
<« 504 - a 50 o ¢ 504 -0 g
5 4 ! w0_% 8 ‘ %3
g 58 3<% | b -50 5 §
o E > >
8 2 304 -30 Z g %gso— 40 3 &
s E =8 & 30 =8
2 T 20+ - 20 3 T = 20 I~ ~ g
g s 5 20 &
[T} =3 @ I >
a 104 —-10 @ O - T
i " ‘"‘""MJH ; 2 lﬂw e
0 ‘{H\Tﬁnﬂ T 0 U .|l*".""' tlgn 1]!1!.'. 81} 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
—— Densidad de potencia (mW m-2) —— Densidad de potencia (mW m-?)
—— Densidad de corriente (mA m-?) -~ Densidad de corriente (mA m-?)
100 100 35 35
c 30 -30
S 80— L 80 o g d o
5 T | 2 § 254 -25 2.
3 \l / ~a 8.~ M -~ &
&< 60 \ ‘ 1160 38 2% 20 | i 20 3 &
f =X © - [ =
s 3 i HH S 3@ v = 1544 1[” _153|m
g E 404 NI Wtiir40 >g £ E fr H > 8
D # I N = 2 10+ ! -10 &
g 20- ' iiiirz0 3 & 4 Hillll s ¥
. | = | {
0 | , 1 | L0 0 \ | T T | T \ | 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 3.7. Curvas de densidades de potencia y curvas de densidades de corrientes en los reactores (a) P-MFC-1* (control),

(b) P-MFC-2, (c) P-MFC-3 y P-MFC-4 durante 43 dias de operacién con los tratamientos.
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Figura 3.8. Comportamiento de la densidad de potencia con la humedad del sustrato frente al tiempo en: (a) P-MFC-1* (sin

tratamiento), (b) P-MFC-2 (con orina bovina), (c) P-MFC-3 (con orina de cabra, (d) P-MFC (con orina de oveja) en 43 dias

de operacion. Nota: DP = Densidad de potencia y HS = Humedad del substrato.
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Un comportamiento similar de generacion de energia fue observado en otro estudio
utilizando diferentes concentraciones de orina humana en MFC (Prudente et al., 2021).
La disminucion drastica de densidad de corriente en cualquier reactor MFC inoculado
con orina se debe al aumento de la concentracion de la orina aplicada en el mismo; y
también se asocia directamente a una disminucion concomitante en la comunidad
bacteriana activa, por los cambios de pH y efecto de toxicidad por amoniaco (Prudente
et al., 2021). La variabilidad de la produccién de bioelectricidad observada en este
estudio se atribuy6 a la concentracion de orina, la cual fue relacionada de manera
directa con las bacterias electroquimicamente activas desarrolladas en la camara del

anodo.

Una densidad de potencia maxima de 29.64 + 2.3 mW m-2 fue reportada en estudio
previo en MFC inoculadas con orina humana y operadas por 90 dias (Salar-Garcia et
al., 2020). Este rendimiento fue obtenido el dia 30 de operacién de los reactores MFC.
Este resultado fue méas bajo de un 30.73 % en comparacion a lo encontrado este
estudio en la P-MFC-2 inoculada con orina de bovino (dia cuatro) y de un 36.89 % en
la P-MFC-3 inoculada con orina de cabra (dia 38), respectivamente. Esta diferencia en
salida de potencia registrada entre ambos sistemas se debe a varios factores como (i)
tipo de orina y cantidad aplicada, (ii) tempo de monitoreo y (iii) configuracion de los
sistemas, etc. Aunque se usaron en ambos casos MFC cilindricas, pero la diferencia
se nota en el uso de planta incrustada al sistema en este estudio. El uso de plantas en
MFC mejora la salida de potencia a largo plazo, aumentando el contenido de biomasa
de la planta para impulsar el sistema bioelectroquimico. Por otra parte, la salida de

potencia lograda en la P-MFC-3 fue casi aproximadamente tres veces mayor en
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comparacion a la potencia alcanzada en otro estudio en cascada MFC inoculada con
orina (Obata et al., 2020) y en cascada MFC inoculada con lodo activado (leropoulos

et al., 2019), respectivamente.

Asimismo, la generacion de energia fue afectada por los cambios dréasticos de las
condiciones ambientales durante el periodo monitoreo de bioelectricidad en este
estudio. La temperatura media (méxima) durante las mediciones fue de 32.3 + 16.9 °C
y la minima de 10 + 5.23 °C. La humedad relativa promedio fue de 64.74 + 20.46 %.
Los picos més altos de densidad potencia se obtuvieron cuando subié la temperatura,
y los méas bajos cuando esta baj6. Este comportamiento de generacién de
bioelectricidad fue reportado anteriormente (Mogsud et al., 2015). Ademas, otros
factores que afectan la eficiencia de la produccion de bioelectricidad se analizaron

anteriormente en la Seccién 3.4.1.

En este experimento, se obtuvo mayor produccion total de electricidad promedio de
2917.08 kWh ha! afio-! en la P-MFC-3 inoculada con orina de caprino. Mientras que
la PMFC-1* sin inocular presentd un valor promedio de 2530.75 kWh ha! afio;
seguida por la P-MFC-2 inoculada con orina de bovino (2333.65 kWh ha! afio?) y la
P-MFC-4 (inoculada con orina de ovino) indicando una produccion total de electricidad
de 1608.33 kWh ha! afio!, durante un periodo de 6 semanas (3, 888,000 s) de
funcionamiento de los reactores de P-MFC. Cabe mencionar que el valor mas alto de
produccion total de electricidad alcanza en la P-MFC-3, se debe a que fue el reactor
que presento el mejor rendimiento de salida de potencia en este estudio. Los valores
de la potencia fueron obtenidos en circuito cerrado cuando se empleé una carga

externa de 470 Q. Estos resultados fueron superiores en comparacién con la
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produccion total de electricidad reportada en P-MFC incrustadas con especies de
Opuntia durante cuatro semanas (Apollon et al., 2020); y también en P-MFC operadas
durante un periodo de 26 semanas empleando S. anglica y A. anomala (Helder et al.
2010) con una resistencia externa de 1000 Q, respectivamente. Previamente, Strik et
al. (2008) reportaron una produccion de energia total de 5800 kWh ha-! afio! en una
P-MFC incrustada con Glyceria maxima, en un periodo comprendido entre 50 y 118
dias de operacién. Esta produccion de electricidad estimada fue 49.70% mayor en
comparacion con la produccion total de electricidad alcanzada en P-MFC-3 inoculada
con orina de cabra en este estudio. Cabe mencionar que estos resultados fueron
prometedores bajo la explotacion de condiciones ambientales sostenibles. En el caso
de G. maxima, se requeririan condiciones de anegamiento adicionales para un
desemperio superior en la produccion de energia; a temperatura controlada, p. ej., con

iluminacion artificial.

3.5. Sostenibilidad energética

La produccion de energia en todo el mundo genera aproximadamente el 26 % de las
emisiones de gases de efecto invernadero que causan el calentamiento global (Apollon
et al., 2021). Por tanto, la generacion de electricidad por BES debe ser investigada
mas a fondo para que su aplicacion tanto en tiempo real, asi como a gran escala sea
sostenible, v. gr., amigable con el medio ambiente. En este estudio, se evaluaron los
sistemas P-MFC utilizados para la generacion de electricidad. La evaluacion se realiz6

sobre la base de los requerimientos energéticos globales (GER, por sus siglas en
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inglés) reportados por Tommasi y Lombardelli (2017). En el Cuadro 3.6 se describen
los diferentes materiales utilizados en este estudio, asi como su peso y energia
indirecta (IE, por sus siglas en inglés) producidos de acuerdo con GER. Segun GER,
los resultados indican que los materiales de construccion de una P-MFC experimental

producen una energia indirecta total de 330.84 MJ (0.33084 J).

La produccién de electricidad promedio total (J) generada por los sistemas P-MFC
(durante seis semanas) se analiz6 en el ultimo parrafo de la seccién 3.4.3, sin
embargo, en esta seccion, se quiere enfatizar la produccion total de electricidad en
una P -MFC individual (por tratamiento) durante un mes (datos no mostrados). La
produccion total de electricidad > 300 J mes— se logr6 en al menos tres P-MFC
diferentes (P-MFC-3, P-MFC-1* y P-MFC-2, respectivamente). P-MFC-4 indicé una
produccion total de electricidad de 211.50 J mes—. Cuando el gasto energético directo
se reduce a cero, y, ademas, la potencia neta es equivalente a la energia generada, el
sistema empleado se vuelve cominmente sostenible (Tommasi y Lombardelli, 2017);
y su aplicacion no tiene impacto en el medio ambiente. El objetivo principal de la
sostenibilidad es la satisfaccion de las necesidades humanas sin poner en peligro el
medio ambiente. En este caso, la energia producida en el presente estudio puede ser
sostenible porque la eficiencia de obtencion de cada reactor de P-MFC fue positiva.
Cabe mencionar que solo se pudo hacer calculos de sostenibilidad de acuerdo con la
literatura (Tommasi y Lombardelli, 2017), debido a que el objetivo principal de este
estudio no fue estudiar la energia sostenible. Por ultimo, la evaluacién de la
sostenibilidad de los sistemas bioelectroguimicos (como las P-MFC) es de suma

importancia.
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Cuadro 3.6. Célculos de IE considerando el peso de los materiales segun GER.

Material Peso (g) GER (MJ kg 1)
Malla de acero inoxidable (catodo) 100 29.44
Fieltro de grafito (anodo) 22.5 6.63
Caimanes 6.8 (*2) 4.0
Cables de cobre 18.79 (*2) 11.05
Membrana de taza de arcilla 950 279.72

Note. Estos materiales son para la configuracién de una sola P-MFC. MJ = Mega Joules.

3.5.1. LCA de la P-MFC

La LCA es el implemento utilizado para evaluar los impactos ambientales de cualquier
sistema o producto implementado en el medio ambiente, su ciclo de vida, asi como su
alcance y objetivo; también, el inventario e interpretacion del ciclo de vida. La LCA fue
uno de los métodos emergentes elegidos para evaluar tanto la produccion de
bioenergia como el secuestro de carbono durante la vida util del producto, es decir, su
ciclo de vida. Zhang et al. (2019b) han desarrollado modelos de LCA para descubrir el
efecto ecologico de tres BES diferentes. Estos fueron la celda de electrdlisis
microbiana (MEC, por sus siglas en inglés), las MFC y la celda de desalinizacién
microbiana (MDC, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, se encontré que la MEC tuvo
mayor desempefio ecolégico en comparacion con los demas sistemas MFC y MDC
evaluados. Este comportamiento se observo en todas las categorias debido a la
produccion de peréxido de hidrogeno (H202) a partir del uso de la MEC. El bajo
rendimiento de la generacion de energia de 10 W m=3 (densidad de potencia

volumeétrica) registrado en los sistemas MFC y MDC fue la causa de que estos tuvieran
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impactos negativos en el medio ambiente. Ademas, existe una relacion proporcional
entre el cambio en los impactos ambientales y la densidad de potencia generada por
los BES (Zhang et al., 2019b). Esto significa que los impactos ambientales de las MFC
y MDC dependen en gran medida del valor de la densidad de potencia producida por

estos sistemas.

De acuerdo con lo anterior, considerando la produccion de electricidad por semana y
por mes lograda en este estudio (datos mostrados en los apartados 3.4.3 y 3.5,
respectivamente) y también la vida util de la P-MFC, se puede argumentar que este
tipo de sistema no representa un dafio al medio ambiente. Su uso es sostenible porque
los materiales y tratamientos utilizados no provocan ningun impacto negativo en el
medio ambiente. La orina de animales domésticos utilizada para inocular las P-MFC
no afecta negativamente al medio ambiente. Ademas, es una reutilizacion sostenible

de N, P y K orgénicos para las plantas.

3.6. Analisis econdmico-costo /beneficio de los materiales de configuracion de

las P-MFC

El Cuadro 3.7 muestra que para la configuracion de una P-MFC usando una membrana
de vaso de arcilla (cantarito), solo se necesita 13.62 USD. Este sistema es mas
econdémico en comparacion con el reportado en otro estudio al configurar una P-MFC
en forma tubular (Tubular-MFC) (Sudirjo et al., 2019). Los materiales de construccion
del Tubular-MFC tenian un costo de 27.45 USD (23,2 €) por metro de tubo, es decir,

el costo de solo un Tubular-MFC. La P-MFC utilizada en este estudio permitié reducir
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hasta en un 50.38 % el costo de construccion del Tubular-MFC, debido a que los tipos
de materiales de los electrodos seleccionados eran mas econémicos. Estos resultados
indicaron que la P-MFC utilizada en este trabajo es factible y debe investigarse con

mas profundidad para su aplicacion a gran escala.
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Precio Precio total +
Material Cantidad Precio /P-MFC unitario impuestos (EE.
Material P-MFC necesario /P-MFC total (EE. UU.) (EE. UU.) uu.)
Malla de acero inoxidable (catodo) 0.03 m? 1m? 0.83 27.74 27.74
Fieltro de grafito (dnodo) 0.06 m? 1 m? 8.09 134.88 134.88
Foami (como tapa de taza de arcilla) 0.05 m? 1 m? 0.55 10.94 15.89
Barniz acrilico 2 2.89 6.69
Caimanes 2 unidades 11 paquetes 0.51 2.54 32.43
Cables inoxidables 3m 96 m 0.60 0.20 22.48
Pinzas 1 8.91 10.34
Vaso de arcilla (membrana) 1 20 2.24 2.24 44.8
Resistancias 1 6.89 7.99
Sensores de humedad del suelo 30 1.61 57.85
Plantas 32 2.50 93.92
Bolsas de sustrato 20 2.50 49.95
Maceta 40 1.89 86.67
Malla de sombra 1 23.91 27.74
Electrodo selectivo (para pH y CE) 1 89.87 89.87
Computadora 1 174.79 174.79
Sistema de adquisicion de datos 1 308.61 374.68
Costo total 13.62 1258.71

Nota: Precio unitario (EE. UU.) = Es el costo por unidad (p. €j., 1 m, paquete, etc.) de compra; y Precio total = Es el costo total de los materiales

utilizados para realizar el experimento.
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3.7. Conclusiones

El estudio ha evaluado el uso sostenible de la orina de tres animales domésticos en una
celda de combustible microbiana vegetal basado en Stevia rebaudiana para la
reutilizacion de nutrientes y la mejora de la produccion de bioelectricidad. La cantidad de
nutrientes (como N, P, K) estimada en cada tipo de orina resulta ser un buen indice para
la produccién de fertilizantes organicos. Se logré mayor recuperacion de NH4*—N (94.68
%), PO43 (98.7 %) y K (33.33 %), respectivamente en la orina de bovino (P-MFC-2) en
comparacién con los otros tipos de orina evaluados en este estudio. Ademas, la
generacion de bioelectricidad se vio afectada de manera significativa (P < 0.05) por los
tres tipos de orina de ganado. La densidad de potencia aumentd en un 98.47 %
(experimento de polarizacion), i.e., de 0.91 + 0.46 mW m—2 a 59.81 mW m=2, con una
densidad de corriente de 213.5 + 3.63 mA m2. Este rendimiento se logré6 en P-MFC-4
cuando se aplicé la orina de oveja. El rendimiento mas bajo fue presentado por la P-
MFC-1* sin inocular (testigo), mostrando una densidad de potencia de 10.70 = 0.80 mW
m~2 al mismo tiempo. Mayor generacion de bioelectricidad en circuito cerrado (43 dias)
se logré en P-MFC-3 (inoculada con orina de cabra), indicando una densidad de potencia
de 46.97 + 0.67 mW m~2 (3.47 + 0.07 mW) y una densidad de corriente de 77.45 + 0.24
mA m-?; por tanto, P-MFC-4 inoculado con orina de oveja presentd la menor produccion
de bioelectricidad logrando una densidad de potencia de 19.28 + 1.97 mW m~2 (1.38 +
0.09). Segun los Requerimientos Energéticos Globales, los materiales utilizados en este
estudio para la configuracion de un reactor P-MFC producen una energia indirecta total
de 330.84 MJ. La fabricacion de una P-MFC usando una membrana de copa de arcilla

cuesta 13.29 USD. Este sistema es mas econdmico en comparacion con otros
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reportados en otros estudios y se puede implementar en areas rurales de bajos ingresos.
La evaluacion del ciclo de vida de las P-MFC inoculadas con orina de animales
domeésticos indic6 que su uso no afecta negativamente al medio ambiente. Lo anterior
ha demostrado la viabilidad de usar orina en sistemas bioelectroquimicos para mejorar
tanto la produccion de energia, asi como la fabricacion de nutrientes a bajo costo. Estos
resultados prometedores llevarian a abrir los proximos estudios de investigacion sobre

agricultura integrada inteligente sostenible.
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CAPITULO 4. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO MORFOLOGICO DE STEVIA

(Stevia rebaudiana) MEDIANTE UN SISTEMA BIOELECTROQUIMICO

4.1. Introduccién

Las tecnologias BES han sido disefiadas con el objetivo principal de producir energia
amigable al medio ambiente. Debido a los dafos irreversibles causados por el uso
excesivo de los combustibles fésiles. Los BES como las celdas de combustibles
microbiana (MFC) y las P-MFC son una tecnologia emergente que han atraido la
atencion de los investigadores desde su implementacion hasta la fecha debido a su
sostyenibilidad y bajo costo (Chouler et al., 2016). Generalmente, una MFC consiste en
una cadmara anddica y una catddica separadas ambas por una membrana de
intercasmbio de protones (PEM). El rol principal de la PEM es evitar que los electrolitos
se migren de un compartimento a otro (Ho et al., 2018). Recientemente, las MFC han
sido usadas en diferentes campos como la remediacién de metales pesados en las aguas
residuales (Ho et al., 2018; Daud et al., 2021; Singh et al., 2021), en el suelo (Zhang et
al., 2020). Sin embargo, el uso de las MFC en el proceso de remediacion de los metales
pesados en las aguas residuales enfretan grandes desafios, segun lo revisado por Ezziat
et al. (2019). Otro desafio que enfrentan estos sistemas bioelectroquimicos es la

toxicidad de las biopeliculas. El proceso de remocion organica y de nutrientes se ha
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reportado como una de las alternativas viables para resolver este problema (Rikmann et

al., 2018; Zekker et al., 2021a, Zekker et al., 2021b).

Por otro lado, las P-MFC son también derivados de los BES las cuales fueron
desarrollados tanto para aumentar la efficiencia esta tecnologia, asi como también
generar energia de menera continua (Strik et al. 2008). Al igual que las MFC, las P-MFC
también tienen un compartimento anodico y un catidico. El objetivo principal de la de usar
la planta sistema MFC, es que, en el proceso de fotosintesis la planta libera exudados
(Strik et al., 2008; Helder et al., 2012) que posteriormente son oxidados paulatinamente
por las EAB (Helder et al., 2010; Idris et al., 2016) que se encuentren en la rizosfera. En
un reciente articulo de revision, se ha reportado que las EAB tienen un el rol crucial en
el incrmento de la generacion de bioelectricidad usando P-MFC (Rusyn, 2021). En otro
articulo de revision, los autores reportaron el progreso y los avances recientes sobre la
importancia de la fotosintesis en los sistemas MFC (Apollon et al., 2021). Ademas,
Apollon et al. (2021) Presentaron un panorama tanto sobre la configuracion de los BES,
los tipos de materiales de electrodo, asi como también los tipos de plantas que han sido

utilizadas en las P-MFC.

Al menos, 40 especies de plantas han sido usadas en sistemas de P-MFC, segun los
revisado por Kabutey et al. (2019). Entre las especies de plantas usadas en P-MFC, se
encuentran plantas vasculares, macrofitas (Kabutey et al., 2020) y briofitas (Bombelli et
al., 2016), asi como también las plantas Spartina anglica (Helder et al., 2010; Helder et
al., 2010; Wetser et al., 2017), Glyceria maxima (Strik et al., 2008; Timmers et al., 2013),

Sedum spp. (Tapia et al., 2017) y Opuntia spp. (Apollon et al., 2020; Apollon et al.,
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2022a). Densidades de potencia maxima entre los rangos de 10 mW m—2 a 12 mW m-2
fueron reportadas en novedosa Tubular P-MFC incrustada con Glyceria maxima
(Timmers et al., 2013). Posteriormente, Tubular P-MFC usada en campos de arroz
mostr6é densidades de potencia entre 9.1 mW m-2y 16.8 mW m~2 (Kumar et al., 2020).
En consequencia, en una MFC de tipo sandwich (ST-MFC) configurada con un cétodo
aireado por membrana, se logré mayor rendimiento de energia de 26680 mW m-2

(Tagkan, 2020).

Por otra parte, la evaluacién del crecimiento de las plantas en sistemas P-MFC mientras
producen energia ha sido poco investigada. Segun la literatura, hay pocos trabajos
infocando en el creciemiento de las plantas usando sistemas bioelectroquimicos.
Ademas, la planta Stevia rebaudiana no se ha usado previamente en sistemas P-MFC.
Stevia rebaudiana es una planta muy importante a nivel mundial debido a sus

caracteristicas particulares (Hossain et al., 2017).

Con base en lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar el desempeiio
de P-MFC en términos de crecimiento de la planta y produccién de energia. Ademas, se
utilizaron por primera vez, hasta donde se sabe, P-MFC inoculadas con orina de
diferentes animales domésticos. En este estudio también se evalu6 el impacto de P-MFC
en los parametros morfologicos de las plantas. Ademas, la perspectiva futura de este
estudio es desarrollar sistemas o tecnologias P-MFC de alta eficiencia que puedan
aplicarse a gran escala a bajo costo utilizando materiales innovadores y naturales. Esta

tecnologia, que convierte la materia organica en energia almacenada a partir de P-MFC
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inoculada con orina de animales domésticos utilizando EAB, puede ser una buena

alternativa para su uso comercial.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Tratamientos evaluados

Se us6 una P-MFC en forma cilindrica que consistia en una membrana de arcilla (ver
capitulo 2, con las siguientes caracteristicas: diametro de 9 cm, altura de 20 cm y espesor
de 3 mm de espesor, respectivamente. Los reactores P-MFC construidos fueron
utilizados en un estudio previo (Apollon et al., 2022b). La Figura 4.1 muestra el
establecimiento del experimento. Las plantas de S. rebaudiana se plantaron
directamente en los reactores P-MFC con sus raices colocadas en la superficie del
anodo, como se inform6 en un estudio anterior (Helder et al., 2012). Los factores que se
tomaron en cuenta durante el establecimiento del experimento fueron (a) tratamiento, (b)
dosis y (c) tiempo. La Ecuacién 4.1 representa el modelo lineal estadistico que se empled
en el presente experimento. En el experimento anterior, las mismas P-MFC fueron
evaluadas, aplicando una dosis de 642,86 mL de orina de tres especies de animales
domésticos (bovino, cabra y ovino). La cantidad de nutrientes reutilizados por los

reactores y la generacion de bioelectricidad fueron analizados (en el estudio previo).

Se evaluo el impacto de los reactores de P-MFC sobre el crecimiento de las plantas.
Ademas, se correlacioné la relacion entre la generacion de energia y la cantidad de

biomasa producida por la planta. Para la evaluacion del crecimiento vegetal se utilizaron
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los siguientes tratamientos: (a) Planta (testigo), (b) P-MFC-1 * (sin inocular), (c) P-MFC-
2 (inoculada con orina de bovino), (d) P-MFC-3 (inoculada con orina de cabra) y (e) P-
MFC-4 (inoculada con orina de oveja). Mientras que, para el experimento de produccién
de bioelectricidad (a) P-MFC-1 (sin inocular, control), (b) P-MFC-2 (inoculada con orina
de vaca), (c) P-MFC-3 (inoculada con orina de cabra) y (d) P-MFC-4 (inoculado con orina
de oveja) fueron evaluadas. El modelo estadistico que se ha utilizado en el experimento

de generacion de bioelectricidad se encuentra en el capitulo 3.

e S R .
Figura 4.1. P-MFC instaladas y operadas durante el experimento.
La planta de Stevia fue elegida para ser utilizada en la tecnologia P-MFC debido a su
metabolismo fotosintético Cs, asi como a su gran importancia en términos de alimentos
naturales. Esta planta es conocida como la Unica fuente natural de edulcorante no
calorica, que es aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa. Stevia tiene
una importancia relevante en cuanto a las condiciones de la sociedad actual, es decir, la
demanda a nivel mundial se esta moviendo hacia alimentos mas saludables, y también

una alternativa para combatir el aumento mundial de enfermedades causadas por
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trastornos nutricionales; por ejemplo, Diabetes mellitus (Hossain et al., 2017). El uso de
P-MFC incrustada con Stevia es crucial para aumentar el rendimiento de la planta en
cuanto a la de cantidad de biomasa producida, asi como también, permite mejorar el

rendimiento de produccion de energia en P-MFC.

4.2.2. Etapas fisiologicas de la planta

4.2.2.1. Medicion de los parametros morfologicos de la planta

Se monitoreo el crecimiento de las plantas mensualmente: (i) midiendo la altura (cm)
desde la parte superior del lecho de arena hasta la punta y (ii) contando el nUmero de
brotes (Papazoglou, 2007; Spencer et al., 2006). Ademas, se midio el didmetro (cm) del
tallo usando una cinta métrica. Posteriormente, una planta fue destruida por tratamiento,
de la cual se determinaron los siguientes parametros: a) longitud de raices en cm (Fig.
4.2a) y b) numero de raices por planta (Fig. 4.2b). Este proceso se repitié cada 60 dias
durante un periodo de seis meses. Se calculé la desviacion estandar a partir de los datos
obtenidos. La Ecuacion 4.1 representa el modelo estadistico utilizado en el experimento

antemencionado.

Donde:
Yijk= variable de respuesta.
p= Media general.

Ti= efecto del i-ésimo tratamiento.



144

Dj= efecto del j-ésimo dosis.

Tk= efecto del k-ésimo tiempo.

(TD) ij= efecto de la interaccion de i-ésimo tratamientos y j-ésimo dosis.
(Tt) ik= efecto de la interaccion de i-ésimo tratamiento y k-ésimo tiempo.
(Dt) k= efecto de la interaccion j-ésimo dosis y k-ésimo tiempo.

(TDt) ijk= efecto de la interaccion triple.

Eijk= Error experimental.

Figura 4.2. Medicién de (a) longitud de raices y (b) conteo de niumero de raices por

planta.

4.2.3. Mediciones de bioelectricidad

De acuerdo con los resultados obtenidos de las curvas de polarizacién en el experimento

anterior, el anodo y catodo se conectaron con una resistencia de 1000 Q (Apollon et al.,
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2022b). El voltaje de circuito cerrado (CCV, por sus siglas en inglés) fue monitoreado en
un intervalo de tiempo de 15 min /dato, mediante el uso de un sistema de adquisicion
automatica basado en un microcontrolador (Arduino, 2560 Mega) conectado a una
computadora durante 30 dias. Las densidades de corriente y potencia se calcularon

considerando el area (0.0693 m?) de la superficie del &nodo del reactor P-MFC.

4.2 4. Andlisis de datos

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico de Minitab (version 19). Se
realizo un andlisis de varianza (ANOVA), posteriormente se aplico la prueba de Tukey
(p<0.05) para la comparacion de medias. Se utiliz6 GraphPad Prism, Version 9.0.1 (1 5

1) para graficar los datos de bioelectricidad.

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Monitoreo del crecimiento de las plantas

En este estudio, el factor de tratamiento (incluido el factor de dosis de orina) generé
resultados estadisticamente significativos en cuanto a la altura de la planta. Se puede
observar que los tratamientos P-MFC-3 y P-MFC-4 resultaron ser iguales y alcanzaron
mayor altura con valores de 49.13 + 0.02 and 50.08 £ 0.67 cm, respectivamente (Figura
4.3a), mientras que la P-MFC-2 resulté ser mejor que la P-MFC-1*. Sin embargo, el valor
de altura mas bajo lo alcanzé el tratamiento testigo. Ademas, la P-MFC inoculada con

los tres tipos de orina actud positivamente en la morfologia de la planta. Ademas, no



146

hubo diferencias significativas para el factor tiempo, ni para los factores doble y triple. Lo
anterior comprobd que las interacciones entre los factores mencionados anteriormente

no son una opcién para aumentar el rendimiento de la altura de la planta.

La Figura 4.3b representa el numero de brotes obtenidos en S. rebaudiana. Se puede
observar que P-MFC-1* logré un mayor namero de brotes (28.06) en comparacion con
las otras P-MFC, incluido el control, mientras que P-MFC-3 (inoculada con orina de
cabra) logré el mayor diametro (0.52 = 0.01 cm) con respecto a los demas tratamientos
evaluados (Figura 4.3c). La literatura reporté que el sistema MFC favorece el crecimiento
de las plantas (Helder et al., 2010). Esta afirmacion fue verificada en este estudio. Por lo
tanto, el reactor P-MFC-1* no recibié ninguna dosis de orina de animales domésticos. El
estudio de Helder y colaboradores difiere de este estudio; estos autores utilizaron otro
tipo de tratamiento, por ejemplo, la solucion de Hoagland desarrollada con la funcién
principal de acelerar el crecimiento de las plantas, asi como la forma en que los autores
evaluaron los parametros de crecimiento de las plantas. En otros estudios el
comportamiento morfolégico de cuatro especies de Opuntia en P-MFC (en un ambiente
semidesértico) fue evaluado aplicando a las P-MFC 1 L de agua (Apollon et al., 2020) y
150 mg L~ de nitrato de amonio (Apollon et al., 2022a) por semana durante 30 dias,
respectivamente. Los resultados revelaron que el crecimiento de las plantas aumento
significativamente en presencia de las P-MFC. Sin embargo, cuando se aplico nitrato de
amonio, hubo una mejora sustancial (51.97 %) en el parametro altura de la planta. En
otros estudios, los investigadores han observado que las plantas cultivadas en P-MFC
(inoculadas con fertilizante) tuvieron un crecimiento significativo (longitud de la planta)

en comparacion con el control (sin inocular) (Haile y Ayalew, 2018; Chaka et al., 2020;
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Arulmani et al. ., 2021). El mismo fendmeno se observo en este estudio. De acuerdo con
lo anterior, se puede argumentar que tanto la P-MFC como la adicion de fertilizantes son

factores claves que influyen en el crecimiento de las plantas.

Por otro lado, el factor tratamiento produjo resultados estadisticamente significativos en
la longitud de raiz de S. rebaudiana. Los mejores tratamientos fueron P-MFC-1* y P-
MFC-2, que arrojaron longitudes de raices promedio de 17.43 + 1.06 y 16.67 £ 0.95 cm,
respectivamente (Figura 4.4a), seguidos de la P-MFC-3 que logré una mayor longitud de
raiz con respecto al testigo y P-MFC-4. Para el nUmero de raices, el mejor tratamiento
fue P-MFC-2, logrando la media mas alta de 86 * 2.50 (Figura 4.4b), mientras que la P-
MFC-1* y P-MFC-4 resultaron ser iguales. El tratamiento testigo mostr6 el menor nimero
de raices en este estudio. Cabe destacar que se observé un aumento (55%) de los
pardmetros planta-raiz. Por lo tanto, se encontré que las raices de las plantas eran
permeables en este estudio. En consecuencia, esto fue un buen indicador en el proceso
de rizodeposicion de la planta (Helder et al., 2012). Por lo tanto, el crecimiento de las
raices influyé en el rendimiento de la produccion de biomasa foliar. Ademas, la aplicacion
de las orinas como inoculantes en el sistema de P-MFC afectd positivamente el

comportamiento morfolégico de la planta.

En estudios anteriores, los investigadores informaron rendimientos de biomasa de 33 kg
m—2y 1,1 kg m~?, respectivamente, usando la planta Arundinella anomala (Helder et al.,
2010; Luo, 2009), de 0.48 a 6 kg m=2 evaluando Spartina anglica (Swales et al., 2004;
Helder et al., 2010), y 3.8-23 kg m~2 en Arendo donax (Angelini et al., 2008; Helder et al.,

2010). En este estudio, la cantidad de biomasa en kg m~2 no fue tomada en consideracién
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debido a que no estuvo comptemplada. Sin embargo, solo el nUmero de brotes en cada
tratamiento se conté como el principal indice de produccion de biomasa. Comparando
los resultados previos obtenidos en la literatura con los encontrados en este estudio, no
hay duda de que los sistemas bioelectroquimicos como la P-MFC son tecnologias que
podrian implementarse en la agricultura moderna, ya que estos sistemas tienen
funciones como 1) produccion de bioelectricidad, 2) aceleracion del proceso de
mineralizacién (debido a la gran actividad bacteriana), y 3) aumento de la cantidad de

biomasa producida por las plantas, etc.

Considerando lo anterior, se puede argumentar que existe una relacion proporcional
entre los parametros morfologicos de la planta y los reactores P-MFC utilizados en este
estudio. El crecimiento de las plantas también depende de otros factores, como (a) la
actividad de los microbios en el proceso de mineralizacion, (b) el tipo de sustrato, (c) el
porcentaje de MO en el sustrato y ( d) la disponibilidad de nutrientes en el sustrato.
Ademas, el pH neutro del sustrato utilizado en el estudio fue uno de los indicadores del
crecimiento de las plantas, como se informé en otro lugar (Helder et al., 2012; Koretsky
et al., 2008). Otra explicacién que se puede dar es que las raices de las plantas son el
principal sitio de crecimiento de los microorganismos que estan presentes en la rizésfera,
los cuales se denominan “rizobacterias”. Numerosos microorganismos vivos afectan
positivamente el crecimiento de las plantas y la absorcion de nutrientes (Yadav et al.,
2021). Muchos de estos microorganismos son bacterias promotoras del crecimiento

vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés) (Lu et al., 2018; Inthama et al., 2021).

Las especies de plantas como Artemisa annua tienden a atraer abundantes comunidades

de microorganismos especificos asociados con la raiz de la planta, como se ha
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demostrado por Shi et al. (2022) en su trabajo mas reciente. Se ha informado una amplia
diversidad de PGPB en el suelo, incluidos Agrobacterium, Azotobacter, Azospirillum,
Bacillus y Pseudomonas (Fan et al., 2017; M.K. Hasan et al., 2019; Disi et al., 2019). En
un articulo de revision de Olanrewaju et al. (2017), los autores informaron que las PGPB
influyen en el crecimiento de las plantas por vias directas a través de la fijacion de
nitrégeno y la solubilizacion de fésforo, asi como a través de la produccién de auxina,

giberelina y citoquinina.

Ademas, en un estudio de Jarma-Orozco et al. (2020) que evalué el efecto de niveles
bajos y altos de radiacién sobre las principales tasas de crecimiento de Stevia, se
observo que la radiacion solar era un factor que podia influir en el crecimiento de la planta
(Stevia). Se descubrié que la fotosintesis puede alcanzar un punto de saturacion de luz
cercano a los 1200 ymol (radiaciéon fotosintéticamente activa [PAR, por sus siglas en
inglés] m~2 s™1). Este fue un buen indicador para evaluar los pardmetros de crecimiento
de las plantas. En investigaciones anteriores se ha demostrado que el pH y la
disponibilidad de nutrientes son otros factores que influyen en la cantidad de biomasa
foliar de S. rebaudiana en condiciones hidropdnicas (Kafle et al., 2017). Sin embargo, los
autores recomendaron evaluar la misma planta en un experimento de campo abierto para
confirmar el fendbmeno observado. Posteriormente, en un estudio realizado por Mahajan
et al. (2020), la aplicaciéon de KNOs por via foliar como modulador del rendimiento de
biomasa y absorcién de nutrientes para S. rebaudiana fue reportada como una buena
opcion para incrementar el crecimiento de la planta. Una concentracion moderada de
sales influye tanto en el crecimiento como en el rendimiento de biomasa seca de hojas

(Mahajan et al., 2020). En general, se puede argumentar que aumentar la cantidad de
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biomasa producida por S. rebaudiana es crucial para las industrias que procesan este
tipo de plantas. Por ejemplo, aumentar la cantidad de biomasa actualmente es
incrementar la produccion del sustituto del azdcar para satisfacer la alta demanda

mundial de este producto.
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Figura 4.3. Efecto de las P-MFC sobre los parametros de crecimiento de S. rebaudiana:
(a) altura de la planta (cm); (b) numero de brotes, y (c) didmetro del tallo (cm). Medias

con la misma letra para cada figura son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).
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estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05). R — Raices.

4.3.2. Operacion a largo plazo en los reactores P-MFC

Los resultados muestran que todos reactores P-MFC produjeron bioelectricidad durante
30 dias de operacién. Durante el experimento, la temperatura media fue 18.5 °C (Max.
25.6 °C y Min. 11.6 °C); y la precipitacion fue de 40.4 mm (segun la base de datos del

2021 de CONAGUA, México). De acuerdo con el estudio previo, el sustrato utilizado tenia



152

las siguientes caracteristicas: pH 7.56; conductividad eléctrica (CE) de 1.42 mS cm™;
MO de 5.60; NOs~ de 194.828 mg L%; PO+*—P de 8.813 mg L™%; K de 70.025 mg Ly
capacidad de intecambio cationico (CIC) de 14.76 meq/100 g de suelo (Apollon et al.,

2022b).

Como se puede observar, la densidad de potencia maxima mas alta de 43.68 mW m~2
fue generada en la P-MFC-2 (Figura. 4.5a). Este valor fue logrado el dia 2 y fue constante
casi todos los demas dias de operacion del reactor. Sin embargo, se observo una
disminucién entre los dias 3-10, y el dia 11 la generacion de energia disminuyo6 a 95.71%
(de 43.68 a 1.87 mW m~). Este comportamiento de la generacién de bioelectricidad se
debe a una falla de los canales que enviaron la sefial al sistema automatico de monitoreo
de voltaje durante este periodo. Este suceso solo se registro en el reactor P-MFC-2. Otro
factor que podria atribuirse a la baja produccion de energia fue la falta de humedad en
el reactor. Un fendmeno similar también fue demostrado en otro estudio usando P-MFC
embebida con Spartina anglica (Sudirjo et al., 2019). Sudirjo y colaboradores observaron
gue cuando el compartimento del anodo estuvo seco, la produccién de bioelectricidad
tendia a ser cero. Posteriormente, el dia 16 se obtuvo un incremento de 9.22% (2.06 mW
m~2) hasta el dia 20. Del dia 21 a 24 el reactor mostré una produccién de bioelectricidad
constante, y luego present6 un comportamiento diferente hasta el dia 30. La corriente de
salida obtenida en la P-MFC-2 fue 25 mA m. La Figura 4.6a indica el comportamiento
de la corriente en la P-MFC-2 durante los 30 dias de operacién. El pico maximo de
corriente (1.74 mA) se produjo el dia 16; y el voltaje maximo en circuito cerrado alcanzado

para ese periodo fue 1730 mV.
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La Figura 4.5b muestra la generacién de bioelectricidad en la P-MFC-1* (* sin inocular).
Como se puede ver, el pico mas alto de densidad de potencia se gener6 el dia 16
alcanzando un valor de 6.28 mW m, para una densidad de corriente de 9.37 mA m=2,
Previo a la obtencién de este rendimiento, se habia alcanzado un valor de 2.79 mW m~
en la P-MFC-1* (el dia 1 de arranque del sistema). El incremento de la produccion de
energia en este reactor oscilé a 55.57%, sin embargo, se observé una disminucién del
dias 17 hasta el dia 28. La P-MFC-1* es el segundo reactor en este estudio que presento
mayor rendimiento en términos de generacion de energia. Seguido por la P-MFC-3
(Figura 4.5c¢) logrando una densidad de potencia de 6.09 mW m~2 (el dia 15), para una
densidad de corriente de 9.73 mA m=2. La P-MFC-3 mostré una disminucién de
produccién de energia los dia 7, 8, y 17 al 29 durante el estudio. Entre la P-MFC-1* y P-
MFC-3 no hubo diferencias estadisticas significativas. Figura 4.6b y Figura 4.6c muestran
el monitoreo de la corriente en los reactores P-MFC1* y P-MFC-3, respectivamente. Los
picos mas altos de salida de corriente logrados en P-MFC-1* y P-MFC-3 fueron 0.66 mA
(660 mV) y 0.65 mA (650 mA), respectivamente. Mientras que la P-MFC-4 (Figura 4.5d)
alcanzé una densidad de potencia de 4.85 mW m~2. Este valor fue generado el dia 16 de
operacion del reactor. Sin embargo, del dia 17 al dia 29 se puede ver que la produccion
de energia disminuy6 (60%). Se mostr6 un incremento de 90% entre los dias 29 y 30. En
la P-MFC-4 se obtuvo una corriente de 0.58 mA (Figura 4.6d) con un voltaje en circuito

cerrado de 580 mV.

Por otro lado, el valor minimo de generacion de bioelectricidad lo presenté el control
(Figuras 4.5e y 4.6e), alcanzando una densidad de potencia de 3.46 mW m=2 (8.08 mA

m~2). En estudios anteriores, también se reportaron valores mas bajos en MFC usados
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con control vs P-MFC (Sathish-Kumar et al., 2019; Apollon et al., 2020; Apollon et al.,
2022a). Esa baja generacién de bioelectricidad en el control podria atribuirse a factor
como bajo contenido de MO, el cual influye en loa actividad de la comunidad bacteriana
en la superficie del electrodo de anodo. Una baja actividad de microorganismos en el
entorno del sistema bioelectroquimico ocasiona una disminucion total de produccién de

bioelectridad. Es la explicacion que se podria dar al respecto de este fenbnomo.

Los resultados encontrados en este estudio fueron mas altos en comparacion con los
reportados por Sudirjo et al. (2019) en una P-MFC operada con carbdén activado
mezclado con sedimentos marinos como materila del anodo. La densidad de potencia
reportada en esta P-MFC (embebida con Spartina anglica) fue 1.04 mW m~2 (durante un
periodo de dos semanas), la cual fue 42 veces mas baja en relacion con la P-MFC-2, 6
veces menor que la P-MFC-1*, 5 veces menor que la P-MFC-3, 4 veces mas baja que la
P-MFC-4 y 3 veces menor que el control. Aungue el control resulté ser mas bajo en este
estudio, fue mayor que lo reportado por Sudirjo et al. En un estudio reciente, se usaron
especies de plantas como Amaranthus viridis y Triticum aestivum mediadas por P-MFC
para la generacion de bioelectricidad asociada por la actividad bacteriana en el &nodo
(Arulmani et al., 2021). Arulmani et al. Hallaron una densidad de potencia mas alta de
194.45 mW m~2 durante un experimento de polarizacién individual, a diferencia de este
estudio que reportd sélo el rendimiento de bioelectricidad en circuito cerrado. Ellos
atribuyeron la salida de potencia a la actividad de los microorganimos presentes en la
superficie del anodo. En otros experimentos de polarizacién se reportaron densidades
de potencia de 371.34 mW m~ (Sharma y Chhabra, 2021) y 1465 mW m~ (Kaur et al.,

2021), en Chlamydomonas reinhardtii P-MFC y MFC con electrodos de zinc-carbono
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(inoculado con estiércol de ganado), respectivamente. Estos resultados fueron también
superiores a los encontrados en esta investigacion. En otro estudio reciente, se
reportaron rendimientos de generacion de voltaje de 137.12 mV + 13.08 y 350.50 + 74.89
mV, en Typha orientalis (espafiada) P-MFC y Oryza rufipogon (arroz) P-MFC,
repectivamente, bajo circuito abierto y cerrado durante un periodo de 150 dias
(Tongphanpharn et al., 2021). Estos resultados fueron mas bajos en comparacién con lo
reportado en este trabajo. Esto indica que la P-MFC operada con Stevia rebaudiana tiene
un gran potencial para generar bioelectricidad con relacion a las especies de plantas
antes mencionadas. Cabe mencionar que los reactores P-MFC usados en este estudio
fueron operados previamente por mas de 180 dias. Durante este periodo los parametros
de crecimiento de la planta y la generacion de bioelectricidad (por 43 dias) fueron
monitoreados (Apollon et al., 2022b). Por eso, se registré6 una produccion de energia

menor en todos los reactores en comparacion a la reportada en el estudio anterior.

De acuerdo con lo anterior, se puede argumentar que el rendimiento de la P-MFC
depende de varios factores como (i) la tasa de crecimiento bacteriano en el anodo
(Harshitha et al., 2019), (ii) formacién de biopeliculas en la superficie del anodo gracias
a la actividad de los microbios (Hassan et al., 2019) y (iii) la descomposicion (oxidacién)
de la materia organica por los microbios presentes en la superficie del &nodo (Yaqoob et
al., 2021). La gran efectividad de los microorganismos depende de factores como el pH,
temperatura y tipos de tratamientos o nutrientes aplicados en los reactores (Harshitha et
al., 2019). Otros factores que influyen en la generacion de bioelectricidad con P-MFC son
la radiacién solar (Mogsud et al., 2015), tipos de plantas (es decir, tipos de vias

metabolicas Cs, C4y CAM), tiempo de monitoreo, condicién de operacion (e.g., ambiente
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controlado o nocontrolado), tipos de materiales de electrodos utilizados y tamafio del

reactor utilizado (Sudirjo et al., 2019).
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4.3.3. Relacion entre la generacion de energiay el crecimiento de la planta

Los resultados de la generacion de potencia se muestran en la Figura 4.7. Se puede
observar que el pico mas alto fue logrado en la P-MFC-4, que previamente habia sido
inoculada con una dosis de 642.86 mL de orina de oveja. La potencia de salida hallada
en este reactor P-MFC fue 3.02 mW. Seguido por los reactores P-MF-1* (0.43 mW), P-
MFC-2 (0.33 mW) y P-MFC-3 (0.42 mW), respectivamente. Para la evaluacion del
impacto de la generacion de potencia sobre la altura de planta, se puede deducir que
ésta influyé en este parametro durante el estudio. En contraste con estudios previos
donde la planta control resulté ser menor en términos de altura (Apollon et al., 2020;
Apollon et al., 20223). Ademas, la generacidon de potencia tuvo un efecto significativo en
el numero de raices, asi como en la longitud de raices. De acuerdo Arulmani et al., las
raices de las plantas tienen un crecimiento mas profundo en el compartimento del anodo
(Arulmani et al., 2021). Esto se ha confirmado en este estudio. Ademas, todas las plantas
crecieron en las P-MFC. El mismo fendmeno fue observado por Sudirjo el al., (2019).
También, se puede argumentar que el anodo tuvo un efecto significativo en el proceso
de desarrollo de la planta, debido a que la presencia del &nodo en la rizosfera de la planta
atrae a los microorganismos que participan en el proceso de fijacién de nitrégeno para la

planta. También, la CE es un factor clave en la absorcion de nutrientes por las plantas.
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Figura 4.7. Altura de planta vs generacion de energia en los P-MFC evaluados.

4.4. Conclusiones

Este estudio evalu6 tanto el crecimiento de Stevia rebaudiana, asi como la generacion
de bioelectricidad usando P-MFC previamente operados en experimento previo. Los
resultados indicaron que hubo diferencias significativas (p< 0.05) entre los sistemas P-
MFC evaluados, los cuales influyeron positivamente sobre el crecimiento de la planta.
Las P-MFC inoculadas con orina de cabra y de oveja presentaron mayor altura en estudio
(49.13 £ 0.02 y 50.08 + 0.67 cm, respectivamente) en comparacion a las otras P-MFC
evaluadas. Sin embargo, para el diametro de tallo la P-MFC-3 (inoculada con orina de
caprino) obtuvo el mayor diametro (0.52 £ 0.01 cm). La P-MFC-2 (inoculada con orina de
bovino) alcanzé mayor niumero de raices (86 + 2.50). La salida de potencia mas alta fue
lograda en la P-MFC-4 con un valor de 3.02 mW (1.74 mA). Siendo el mejor reactor en
este estudio. En términos de generacion de bioelectricidad a largo plazo, la P-MFC-2
mostré6 mayor densidad de potencia maxima con un valor de 43.68 mW m=, y una

densidad de corriente 25 mA m~2. La densidad de potencia incrementé de 2% en relacion
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con el estudio previo. En general, este estudio demostré que la P-MFC embebida con
Stevia rebaudiana es una buena opcién tanto para aumentar la cantidad de biomasa de
la planta, asi como también incrementar el rendimiento de generacion de energia. Sin
embargo, més estudios son requeridos en términos de tipos de material de configuracion,
tipos de planta, tipos de sustrato, etc., para llevar a cabo la aplicacion de estas

tecnologias en tiempo real y a gran escala.
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CAPITULO 5. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL CONSORCIO MICROBIANO

ADHERIDO AL ANODO DE UN SISTEMA BIOELECTROQUIMICO

5.1. Introduccién

Un sistema bioelectroquimico como P-MFC es una tecnologia innovadora que aplicada
al ambiente genera bioelectricidad renovable (Strik et al., 2008; Sudirjo et al., 2019;
Kuleshova et al., 2021; Rusyn et al., 2021; Apollon et al., 2020; 2022a; 2022b). El método
de las P-MFC consiste en insertar en un sustrato organico o inorganico electrodos en un
sistema de cultivo de diversas especies vegetales con la finalidad de generar
bioelectricidad a través de la actividad de las EAB (Strik et al., 2011; Arulmani et al.,
2021); segun lo revisado por Sathish-Kumar et al. (2017), Maddalwar et al. (2021), Rusyn
(2021), Apollon et al. (2022c). Lo anterior es el resultado del consumo de los productos
de la fotosintesis excretados a través de las raices y también de la alimentacion por los
productos de descomposicion de las plantas y los compuestos del sustrato (De
Schamphelaire et al., 2010; Shaikh et al., 2021). En el compartimento anddico las EAB
oxidan la materia organica (MO) proveniente de las aguas residuales, asi como de la MO
en el suelo, esta oxidacion genera; dioxido de carbono (CO2), protones y electrones (Xu

et al., 2017a). Los electrones recolectados por el ahodo migran a través de un circuito


https://scholar.google.com.mx/citations?user=zRrmeioAAAAJ&hl=en&oi=sra
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externo hacia el compartimiento del electrodo catodico; y los protones llegan al catodo a
través de una membrana de intercambio protonico (PEM, por sus siglas en inglés)
asociandose con el oxigeno (O2) para formar la molécula de agua (Logan et al., 2006;

Xu et al., 2017b).

Por otro lado, el compartimento anddico es el principal lugar de crecimiento de los
microorganismos. Es decir, es donde los microorganismos realizan sus principales
actividades para la produccioén de bioelectricidad. Las EAB juegan un papel crucial en el
rendimiento de los sistemas de P-MFC. En un articulo de revision de Rusyn (2021), las
EAB fueron presentadas como una de las principales responsables de la produccion de
electricidad con P-MFC. En este articulo de revision, el autor presentd un panorama
sobre las diferentes especies de microorganismos electroactivos (como eucariotas,
patdgenos, exoelectrégenos, etc.) que se encuentren generalmente en el compartimento
anddico. El rendimiento de una P-MFC depende de los tipos de EAB que actlan en la

superficie del anodo durante el tiempo de su operacién (Wilberforce et al., 2021).

Estudios previos han revelado alta presencia de bacterias de la familia Micrococcaceae
en biopeliculas anddicas de S. hybridum P-MFC (Tapia et al., 2017). Ademas, bacterias
como Rhodobacter gluconicum, Shewanella sp., Pseudomonas sp. Y Geobacter sp. Han
sido reportadas en el anodo de sistemas BES (Apollon et al., 2021; Mier et al., 2021).
Otros tipos de bacterias de como Actinobacteria, Chloroflexi y Proteobacteria han sido
ampliamente encontradas previamente en otros estudios (Lauber et al., 2009; Fierer et
al., 2012). Se ha demostrado que las comunidades de EAB a través de sus vias

respiratorias maximizan la eficiencia de energia y al mismo tiempo minimizan las
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pérdidas potenciales extracelulares (Finkelstein et al., 2006). Cuando la actividad y el
crecimiento de EAB son regulados, la produccibn de energia se incrementa
considerablemente (Aelterman et al., 2008). Las P-MFC usadas en este estudio fueron
inoculadas con orina de diferentes animales domésticos. Esto, permitié un crecimiento

acelerado de EAB en el compartimento anddico del sistema.

Por lo anterior, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la comunidad microbiana
presente en el anodo de cuatro P-MFC. Ademas, la generacién de bioelectricidad
también fue evaluada en este experimento. Finalmente, se destacé la relacidon

rendimiento de bioelectricidad y diversidad bacteriana en el &nodo de las P-MFC.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Construccién y operacion de las P-MFC

Las P-MFC fueron construidas usando macetas de arcilla en forma cilindrica (3 mm de
espesor); altura 20 cm y didmetro 9 cm (0.0693 m?). Se utilizaron 648 cm? de fieltro de
grafito (6 mm de espesor) como camara anddica (colocada sobre la superficie del
cantarito) y 270 cm? de malla de acero inoxidable (PLACA 9.5 mm 610 X 610 mm)
(colocada dentro de la maceta de arcilla) como camara catédica. El anodo fue colocado
cerca de las raices de la planta a una profundidad de 20 cm. Posteriormente, dentro de
la maceta de arcilla se adicion6 la orina, que sirvié de inéculo en la camara catodica

ademas de aportar nutrimentos esenciales para las plantas.
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El experimento se llevd a cabo en campo abierto en el municipio de General Escobedo,
N.L., México; se evaluaron cuatro P-MFC, bajo un disefio completamente al azar con 5
repeticiones; de un total de 20 P-MFC. La unidad experimental fue una maceta de 7.25
L + una P-MFC instalada, la cual fue llenada con un sustrato organico proveniente de un
vivero de Atlacomulco, ciudad de México. Para el material vegetal, se usaron plantas de
Stevia rebaudiana (seis meses; altura de 40 cm) provenientes del mismo vivero. Los
tratamientos evaluados fueron: (a) P-MFC-1* (testigo sin inocular), (b) P-MFC-2 + orina
de bovino, (c) P-MFC-3 + orina de caprino y (d) P-MFC-4 + orina de ovino. Previa a la
inoculacién, las P-MFC fueron operadas durante 15 dias. En este periodo se procedi6 a
la irrigacion de las plantas con 2 L de agua doméstica cada 2 dias. Posteriormente, las
P-MFC fueron inoculadas con una dosis de 642.86 mL de las orinas. Cabe mencionar
que las P-MFC habian sido usadas en estudios previos evaluando la generacion de
bioelectricidad a largo plazo y el crecimiento de la planta (Apollon et al., 2022b; articulo

en consideracion para su publicacion).

5.2.2. Mediciones de bioelectricidad

El voltaje de circuito abierto fue monitoreado y realizado cada dia a las 9 am durante 30
dias con un multimetro digital (marca BSTEREN, modelo MUL-282, China).
Posteriormente, se realizé la curva polarizaciéon aplicando manualmente 11 resistencias
externas (en el rango de 100 Q y 20 KQ) cada 10 min desde la OCV. De acuerdo con los
resultados de las curvas de polarizacién, los cables de anodo y catodo se conectaron
utilizando una resistencia de 1000 Q. EI CCV se monitore6 en un intervalo de tiempo de

15 min/dato mediante el empleo de un sistema de adquisicion automéatica basado en un
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microcontrolador (Arduino, Modelo 2560 Mega) conectado a una computadora personal
durante 30 dias. La corriente y la potencia se calcularon utilizando la Ley de Ohm, como
se informé en estudio previo (Apollon et al., 2022a). Luego, las densidades de corriente
y potencia se normalizaron considerando el area (0.0693 m?) de la superficie del &nodo

del reactor P-MFC.

5.2.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN y su secuenciacion se realizo considerando los siguientes criterios:
Se seleccionaron las P-MFC con mejor rendimiento de generacion de energia (Figura
5.1) y el testigo que presento el rendimiento méas bajo (Tapia et al., 2017; Timmers et al.,

2012).

. ; ] e e
Figura 5.1. Muestras de P-MFC.

Para realizar la extraccion se prepararon tres medios de cultivos (Agar nutritivo, Actino y
PDA) para el crecimiento de las bacterias. De cada muestra, se peso6 0.5 g (fieltro de

grafito), se transfirieron 10 mL de solucién salina isotonica estéril (NaCl al 0.85 %) en un
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matraz de aforacion de 50mL, y se agité durante 60 min. Posteriormente, en cinco Tubos
Falcon de 15 mL (conteniendo 9 mL de la solucion salina cada uno), se agregé 1 mL de
la solucién al Tubo 1 (dilucién 1), de este se transfirio un 1 mL de la dilucién 1 al Tubo 2
(dilucion 2) y asi sucesivamente hasta la dilucion 5. Se eligieron las diluciones 3,4y 5y
se transfirieron 500 pL del material a Cajas Petri, se distribuyeron en forma triangular
(con 2 repeticiones); se incubaron a una temperatura de 30 °C durante 24 h.
Posteriormente, se contaron las colonias presentes en cada medio; se eligieron las que

fueron diferentes y se aislaron en estria cruzada para obtener cepas puras.

Se realizaron Tinciones de Gram a las cepas puras obtenidas de cada medio (Kit Gram
HYCEL, México). Se efectud un frotis por cepa en laminilla, luego se observaron las

bacterias mediante microscopio electronico (Marca: ZEISS, modelo Primo Star 1).

Previamente a la extraccion de ADN, se sembraron las bacterias en Tubos Falcon de 15
mL que contenian 5 mL de caldo nutritivo por un tiempo de 12-24 h. Luego, se prepararon
40 mL de solucién lisis (Triton X-100 a 2 %, Dodecil sulfato de sodio [NaCi12H25S04] a 1
%, NaCl a 100 mM y Tris-HCI pH 8.0). Se centrifugaron 2 mL de bacteria a 7000 rpm
durante 3 min, el sobrenadante se descartd y se agregaron 400 pL de solucion lisis mas
10 uL de proteinasa K (20 mg/mL); se agité con vortex, y se incub6 a una temperatura
de 65 °C por 30 min. Posteriormente se agregaron 400 pL de fenol y se mezclé con
vortex. Se centrifug6 a 14000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se recuperd en un
tubo de 1.5 mL al cual se le agregaron 2 pL de Rnasa (10 mg/mL); se incubd por un
periodo de 30 min a 37 °C. Se llevo a volumen con cloroformo, se mezcldé con vortex y

se centrifugo a 14000 rpm durante 5 min. Se recupero la fase acuosay se agregaron 200
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pL de acetato de amonio al 7.5 M mas un volumen de 2-propanol, se coloco al revés el
tubo con la finalidad de observar la hebra de ADN. Se mantuvo a -20 °C durante 1 h. Se
centrifugé a 14000 rpm durante 5 min, se retir0 el alcohol y se lavd la pastilla con 500 pL
de etanol al 70 % (se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min). La pastilla se sec6 en un
concentrador de ADN vy luego se resuspendid en 30 pL de agua bidestilada hasta
homogenizarla por completo. Para la electroforesis, se preparo el gel de agarosa a 1 %
(p/v), se anadieron 0.3 g de agarosa y 3 L de bromuro de etidio en 30 mL de buffer SB
1X. Se tomaron 3 pL por muestra y se mezclaron con 2 uL de Orange 6X, depositando

en cada hueco.

Para la determinaciéon de PCR se utilizé 16S rARN con los oligonucleétidos F (5'—
AGAGTTTGATCCTGGCATG-3) y R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Se prepard
una solucion mix (Master mix) y cada 25 uL contenia: 2.5 pL del buffer al 10x; 0.5 uL de
dNTP’s al 10 mM; 2.0 pl de Oligo (1.0 ul de Oligo F al 10 yM y 1.0 pl de Oligo R al 10
uM); 18.4 ul de agua bidestilada, 0.6 pl de Dream Taq Polimerasa (5 U/uL) (Kit
Invitrogen™ y Applied Biosystem™) y finalmente se extrajeron 2.0 uL de ADN gendémico.
Las reacciones de amplificacion de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
(SelectCycler), el cual se programd para incluir las siguientes etapas: 94 °C durante 3
minutos, seguido de 30 ciclos a 94° C 1 min, 56 °C 1 min, 72 °C 1 min, y una etapa final
de extension a 72 °C durante 10 min. Los productos amplificados fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v). Para determinar el peso molecular de los
productos se utiliz6 un marcador molecular de 100 pb (Invitrogen, ThermoFisher

Scientific, 0.5 pg/uL) (Suarez-Gonzélez et al., 2014). En el apéndice 3 se encuentra un
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ejemplo del proceso de extraccion de ADN de los consorcios microbianos en este

estudio.

5.2.4. Anédlisis estadistico

De los datos de bioelectricidad obtenidos, se realizé el analisis de varianza (ANOVA) y
Prueba Tukey (p<0.05) para la comparacion de medias, utilizando el Software Minitab
19. La diversidad bacteriana se determiné a través de tincibn gram y a través de

microscopio viendo la forma que tiene cada cepa.

5.3. Resultados y Discusion

5.3.1. Rendimiento de bioelectricidad

La P-MRC-2 mostré mayor rendimiento de generacion de bioelectricidad a largo plazo
alcanzando una densidad de potencia maxima de 43.68 mW m= a los dos dias del
arranque del sistema. Este valor fue constante casi todo el periodo de funcionamiento
del sistema (véase la Figura 4.5a de la seccidén 4.3.2). En estudio anterior, el mismo
fendmeno fue observado en P-MFC basada en Spartina anglica (Sudirjo et al., 2019).
Ademas, las P-MFC-1* y P-MFC-3 fueron los reactores con mayor produccion de
bioelectricidad (6.28 mW m=2y 6.09 mW m, respectivamente); seguidas por la P-MFC-
4 logrando un valor de 4.85 mW m~—. Sin embargo, el control mostro la densidad de
potencia mas baja (3.46 mW m2) en este experimento. Para ver el comportamiento de

generacion de bioelectricidad, los lectores pueden ver la Figura 4.5 de la seccion 4.3.2.
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Por otra parte, Sudirjo et al. (2019) lograron una densidad de potencia de 1.04 mW m~
en P-MFC embebida con Spartina anglica. La P-MFC estuvo operando con carbon
activado + un sustrato (sedimentos marinos) como compartimento anodico. La densidad
de potencia lograda en la P-MFC-2 (en este experimento) fue 42 veces mayor en
comparacion con el rendimiento logrado en la P-MFC basada en Spartina anglica. Lo
anterior indica que los sistemas bioelectroquimicos embebidos con Stevia rebaudiana
tienen un gran potencial para producir bioelectricidad con respecto a otras especies de
plantas incluyendo Spartina anglica. Ademas, el rendimiento de un sistema
bioelectroquimico basado en planta depende de factores como la actividad de los
microorganismos en la superficie del anodo (Harshitha et al., 2019), la consistencia de
las biopeliculas en el anodo (Hassan et al., 2019) y la oxidacion de la MO durante el

proceso.

5.3.2. Analisis de poblacién bacteriana en la superficie del &nodo

Los resultados del aislamiento de bacterias mostraron mayor nimero de colonias en la
superficie del &nodo de los reactores P-MFC-4 (inoculada con orina de oveja) y P-MFC-
3 (inoculada con orina de cabra), respectivamente. Mientras en la P-MFC-1* (control, sin
inocular) se observé menor cantidad de colonias en este estudio. Las Figuras 5.2a, 5.2b,
5.2c y 5.2d muestran las bacterias adheridas al anodo de los reactores P-MFC-1*, P-
MFC-2, P-MFC-3 y P-MFC-4, respectivamente. Todas estas cepas fueron aisladas
usando como medio de cultivo Agar nutritivo, el cual permitié determinar solamente las

bacterias. Ademas, los resultados de las tinciones Gram presentaron una similitud entre
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las muestras analizadas respecto a los tipos de bacterias encontradas en este estudio.
Las bacterias de forma Bacilos fueron las més abundantes en la superficie del &nodo de
todos los reactores evaluados. Los resultados de las Tinciones Gram indicaron que la
mayoria de las bacterias son Gram positivas. En la P-MFC-4, se encontraron bacterias

de tipo Actinobacteria usando como medio de cultivo ISP2 (Figura 5.3a, 5.3b).

La Figura 5.4a muestra los fragmentos de ADN de las diferentes cepas aisladas. Se
puede observar que hay un grado de similitud entre cada cepa. Esto explica la gran
diversidad de las bacterias de tipo Bacilos en el anodo de las P-MFC. En la Figura 5.4a,
se observa que los fragmentos de ADN amplificados en la superficie del anodo de los
cuatro reactores indicaron 600 pb (pares de base) del gen 16S rARN. Esto significa que
los fragmentos recibieron suficiente informacion filogénica para las secuencias. Por lo
tanto, no se apreciaron diferencias entre los fragmentos analizados. Una vez obteniendo
la ampliacién de los fragmentos de ADN, estos fueron reamplificados (Figura 5.4b) para
estar seguro de que el ADN este presente. La reamplificacion indicé que todos los

fragmentos de ADN corrieron de la misma forma (600 pb).

Por otro lado, se aislaron un total de 79 cepas, de las cuales 17 fueron encontradas en
P-MFC-1* (2 en ISP2 y 15 en AN), 9 en P-MFC-2 (1 en ISP2 y 8 en AN), 18 en P-MFC-
3(2enlISP2y 16 en AN)y 35 en P-MFC-4 (23 en ISP2 y 12 en AN). Mayor numero de
cepas fue encontrado en la P-MFC-4 (44.30 %), seguida por la P-MFC-3 (22.78 %), P-

MFC-*1 (21.51 %) y P-MFC-2 (11.39 %), respectivamente.
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Figura 5.2. Bacterias encontradas en la superficie del anodo de (a) P-MFC-1*, (b) P-

MFC-2, (c) P-MFC-3y (d) P-MFC-4. Medio de cultivo: agar nutritivo (AN).

Figura 5.3. Bacterias (a) Gram positivas y (b) Gram Negativas encontradas en P-MFC-

4. Medio de cultivo: ISP2.
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1Kb FC4-21 FC4-5 FC4-2 FC4-23 FC4-6 C-

Figura5.4. (a) extraccion de ADN, (b) PCRy (c¢) Reamplificacion de ADN de las bacterias

encontradas en el anodo de los reactores P-MFC.

5.4. Conclusiones

Como se puede observar, en este estudio se utilizaron P-MFC integradas con Stevia
rebaudiana para la caracterizacion del consorcio microbiano presente en la superficie del
anodo de diferentes P-MFC. Los resultados indicaron que, en término de produccion de
bioelectricidad, la P-MFC inoculado con orina de bovino fue el mejor reactor, alcanzando
una densidad de potencia de 43.68 mW m~2. Mientras que mayor actividad bacteriana

(44.30%) fue observada en la P-MFC inoculada con orina de oveja. En este experimento,
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la actividad bacteriana no influyo en el rendimiento de bioelectricidad en comparacion
con estudios previos. Sin embargo, la aplicacién de la orina fue un factor crucial para

aumentar la eficiencia del sistema.
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APENDICES

Apéndice 1

1.1. Cdbdigo del programa de adquisicién de datos de voltaje de P-MFC con
Arduino.

Adquisicion_2.01

double period=1000;
unsigned long time now=0;
int j=1;

inti=1;

float res=0;

const int hab_1 =43;
const int hab_2 = 42;
const int hab_3 =41,
const int hab_4 = 40;
constint sel_1 = 44;
const int sel_2 = 45;
const int sel_3 = 46;
const int interrup = 47;

void print_time (unsigned long time_millis);

// the setup routine runs once when you press reset:
void setup() {

// initialize serial communication at 900000 bits per second:
Serial.begin(9600);

pinMode(hab_1, OUTPUT);

pinMode(hab_2, OUTPUT);

pinMode(hab_3, OUTPUT);

pinMode(hab_4, OUTPUT);

pinMode(sel_1, OUTPUT);

pinMode(sel_2, OUTPUT);

pinMode(sel_3, OUTPUT);

pinMode(interrup, INPUT);

}
void loop()
// the loop routine runs over and over again forever:

{
it (i==1)



digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, LOW);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (i==2)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (i==3)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (i==4)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==5)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}

if (i==6)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);
}

if (I==7)

{
digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
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digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==8)

{

digitalWrite(hab_1, HIGH);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);
}

/ITHIS IS THE BEGINING OF SECOND CYCLE
if (i==9)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, LOW);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==10)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==11)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (i==12)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==13)

{
digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
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digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, LOW);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==14)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}

if (i==15)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
if (i==16)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, HIGH);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
/ITHIS IS THE BEGINNING OF THE THIRD CYCLE

it (i==17)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, LOW);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (i==18)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==19)

{
digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
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digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==20)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}

if (I==21)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==22)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==23)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==24)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, HIGH);
digitalWrite(hab_4, LOW);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);
}

/ITHIS IS THE BEGINNING OF THE FOURTH CYCLE

if (i==29)

{
digitalWrite(hab_1, LOW);
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digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, LOW);
digitalWrite(sel_2, LOW);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
if (i==30)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, LOW);

}
if (i==31)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==32)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, LOW);

}
it (i==25)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==27)

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, LOW);

digitalWrite(sel_3, HIGH);

}

if (i==26)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);

digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
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digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, LOW);

digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

}
it (i==28)

{

digitalWrite(hab_1, LOW);
digitalWrite(hab_2, LOW);
digitalWrite(hab_3, LOW);
digitalWrite(hab_4, HIGH);
digitalWrite(sel_1, HIGH);
digitalWrite(sel_2, HIGH);
digitalWrite(sel_3, HIGH);

if (millis()>time_now + period)

/l read the input on analog pin O:
int sensorValue = analogRead(A0);

res=(sensorValue*0.00171204)-0.0072366;
/I print out the value you read:

Serial.print(j);
Serial.print(\t');
Serial.print("C");
Serial.print(i);
Serial.print(\t');
Serial.print(res);
Serial.print(\t');

time_now=millis();
=ity
i=i+1;

it (i>32)

{
i=1;
Serial.print(\n);

}
}
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1.2.

194

Programa processing usado para guardar automaticamente los datos de

voltaje.

import processing.serial.*;

String val;

PrintWriter output;

Serial myPort; /I The serial port
int savedTime;

void setup () {

String portName = Serial.list()[0];
myPort = new Serial(this, portName, 9600); //
output=createWriter("Voltaje.txt");

/I A serialEvent() is generated when a newline character is received :

myPort.bufferUntil(\n');

}
void draw () {
/I everything happens in the serialEvent()

}
void serialEvent (Serial myPort) {
if ( myPort.available() > 0)
{ /I If data is available,
val = myPort.readStringUntil(\n"); // read it and store it in val
it (vall=null)

printin(val); //print it out in the console

output.print ( day()+"/"+month()+"/"+year()+"\t"+hour ()+":"+ minute ()+ "\t" + val ); //output.printin( val );

output.flush();
/loutput.close();

}
}

/Ivoid keyPressed() {
/loutput.flush();
/loutput.close();
Iexit();

I}
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" Voktaje - Notepad
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839
871
983
2311
2343
2375
2407
2439
2471
25@3
2535
2567
2599
2631
2663
2695
2727
2759
2791
2823
2855
2887
2919
2951
2983
3015
3047

c7
c7
c7
7
c7
c7
c7
c7
7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
7
c7
c7
c7
c7
7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
c7
7
c7
c7

COO OO IO IO DD®

21
22
21
21
21
21
21
17
21
21
21
21
21
21
21
21
20
20
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
20
21
21
21
20
21
21
21
21
21
21
20
17
21
20
21
21
21
21
21
21

48
72
104
136
168
208
232
264
296
328
368
392
424
456
488
528
552
584
616
648
680
712
744
776
808
840
872
984
2312
2344
2376
2488
2440
2472
2504
2536
2568
2680
2632
2664
2696
2728
2768
2792
2824
2856
2888
2920
2952
2984
3ele
3048

c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
cs
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
cs
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
]
c8
c8
c8
c8
cs
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
(]
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
c8
]
c8
c8

COO OO IO IO DD®

37
36
37
37
35
37
37
34
39
37
37
35
36
38
35
35
36
37
35
35
37
39
35
35
35
34
39
36
37
38
38
37
38
35
37
EL
37
37
35
36
37
35
36
37
35
37
35
36
34
36
35
37
39
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a1
73
185
137
169
281
233
265
297
329
361
393
425
457
489
521
553
585
617
649
681
713
745
777
809
841
873
985
2313
2345
2377
2489
2441
2473
2585
2537
2569
2681
2633
2665
2697
2729
2761
2793
2825
2857
2889
2921
2953
2985
3017
3049

co
ca
ca
co
co
co
ca
ca
ca
co
co
c9
ca
ca
co
co
co
ca
ca
co
co
c9
ca
ca
o
co
co
ca
ca
o
co
co
ca
ca
ca
co
co
co
ca
ca
co
co
co
ca
ca
co
co
c9
ca
ca
o
co
co

T OO OO PO OO OO OO DDDO®

48

.48

34

.48
.48
43
.46
.42
A7
47
47
.48
A7

.48
.48
.48
.45
A7

31

47
.47
A7

37
23

.46
.48
.48
.48
.48
47

29

A7
A7
A1

EL

47

67
59
68
68
69
69
69
69
68
67
68
69
69
68
66
67
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1.4. Cddigo del programa de monitoreo de humedad del suelo con Arduino

UNO.

int Humedad1l = AQ;
int Humedad2= Al;
int row =0;

void setup()
{
Serial.begin(9600); // 9600 baud por segundo
Serial.printin ("CLEARDATA");
Serial.println ("LABEL,Hora,Fecha,Humedad1, Humedad2");
}
void loop() {
int valorSensor = analogRead(AQ);
valorSensor = constrain(valorSensor, 734.0469231, 897.230769);
//mapear los valores en porcentaje
Humedadl= map(valorSensor, 734.0469231, 897.230769, 100, 0);

Serial.print("DATA,TIME, DATE");
Serial.print(",");
Serial.printIn(Humedad1);

int valorSensor2 = analogRead(A1);

valorSensor2= constrain(valorSensor2, 734.0469231, 897.230769);
//mapear los valores en porcentaje

Humedad2 = map(valorSensor2, 734.0469231, 897.230769, 100, 0);

Serial.printIn(Humedad2);

delay(1000); // retardo de 15 min



Apéndice 2

2.1. Materiales de configuracion de la P-MFC.

Cantarito Fieltro de grafito

Malla de acero inoxidable

Camara catodica
Camara anddica

2.2. Electrodos sumergidos en agua previo a su instalacion.
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2.3. Establecimiento del experimento.

Trasplante e in

W, ot

N
n desarrollo radicular.

Planta con bue

2.4. Experimento establecido.

\

P-MFC-1 il ?-MFC-Z P-MFC-
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2.5. Inoculacién de las P-MFC.

2.6. Monitoreo de temperaturay de voltaje durante la operacion de las P-
MFC.

'A,. ',',, % SRR o
Medicion de pH y humedad Toma de temperatura y -
(%) del suelo. Humedad ambiental. Medicién de voltaje (V).
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2.7. Resistores usados parala curva de polarizacion y circuito cerrado.

2.2 KQ [ 10 KQ 220 KQ

|

2.8. Conexion de las P-MFC en circuito cerrado.

|

4.7fKQ 22 KQ

100 KQ

—— -

T | e —

— e ) N
—_—

z . ¥

Circuito cerrad
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2.8. Medicion de pHy conductividad eléctrica de las orinas.

TAS TS '
Medidores de pHy de CE.  Medicion del pH. Medicion de CE.
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Apéndice 3

3.1. Aislamiento de los consorcios adheridos al &nodo de las P-MFC.

3.2. Electroforesis.

INCENDIO

e Ai’)
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3.3. Vista de fragmentos de ADN.




